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SUMMARY (ABSTRACT) 
Introduction 
Colorectal cancer (CRC) is a common and lethal disease. One of the fundamental processes 
driving  the  initiation and progression of CRC  is  the accumulation of  a  variety of  genetic  and 
epigenetic changes in colonic epithelial cells. Over the past decade, major advances have been 
made in our understanding of cancer genetics and epigenetics, including microRNA (miRNA or 
miR) deregulation. As with gene mutations in the cancer genome, a subset of these epigenetic 
alterations,  affecting  miRs,  are  presumed  to  have  a  functional  role  in  CRC.  Those 
improvements  in  our  knowledge  of  CRC  pathogenesis  have  led  to  these  alterations  being 
developed as clinical biomarkers for prognostic and therapeutic applications. Progress  in this 
field suggests that a better comprehension of CRC molecular landscape will be commonly used 
in  the  near  future  to  direct  the  management  of  CRC.  Despite  this  great  progress,  further 
molecular  and  clinical  research  is  needed  to  better  select  patients  for  current  and  novel 
emerging  therapies  and  also  to  more  specifically  design  future  clinical  trials  based  on 
alternative molecular target therapies under investigation. Protein phosphatase 2A (PP2A) is a 
tumor  suppressor  consisting  in  a  heterotrimeric  complex  that  regulates  many  signaling 
pathways crucial  for cancer cell  transformation. Several distinct PP2A  inhibitory mechanisms 
had been identified in tumor cells such as phosphorylation and/or deregulation of some PP2A 
subunits,  miRs  deregulation  and  overexpression  of  endogenous  PP2A  inhibitors.  Those 
alterations had been reported in many cancer types as contributing mechanisms of malignancy 
and  conferring  a  poor  prognosis  to  some  tumors.  However,  the  importance  and  potential 
clinical  value  of  those  alterations  as  biomarkers  for  CRC  as  well  as  their  role  in  the 
pathogenesis of metastatic CRC (mCRC) remained mostly unexplored. Moreover, miR‐21 and 
miR‐31 are miRs with an oncogenic function that had been reported as potential regulators of 
PP2A  activity.  Their  deregulation  has  been  described  to  play  an  important  role  in  CRC 
development and they have been associated with 5‐ Fluorouracil (5‐FU) resistance. However, 
the  role  of  these  miRs  as  predictive  biomarkers  of  response  to  5‐FU  based  neoadjuvant 
chemoradiotherapy  (CRT)  in  locally  advanced  rectal  cancer  (LARC)  remained  unexplored.  In 
this  PhD  research,  we  investigated  the  role  of  PP2A  and  its  regulatory mechanisms  in  CRC 
pathogenesis.  Furthermore,  we  analyzed  the  potential  impact  of  PP2A  inhibition  based 
biomarkers in mCRC and LARC.  
Material and methods 
In vitro studies: We used 9 types of human CRC cell lines and we performed several in vitro 
studies  such as proliferation and cell  viability assays, phosphatase activity assays, analysis of 
caspase activation, transfection experiments, colony‐forming assays, western blot analysis and 
luciferase assays. Patient samples: To validate our in vitro results and to explore the potential 
clinical  value  of  our  proposed  biomarkers,  the  study  comprised  fresh‐frozen  samples  and 
formalin‐fixed  paraffin‐embedded  (FFPE)  tumor  samples  of  522  CRC  patients  divided  in  4 
independent  CRC  patient  cohorts  that  are  explained  in  more  detail  later.  To  measure  miR 
expression levels in tumor samples we performed real‐time RT‐PCR and SET, PP2A and p‐PP2A 
was  measured  by  both  RT‐PCR  and  immunohistochemistry  (IHC).  All  the  manuscripts 
elaboration was  carried  out  in  accordance with  the  Reporting  Recommendations  for  Tumor 
Marker Prognostic Studies (REMARK) guidelines. 
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Results 
In  the  first  paper,  we  show  that  PP2A  is  frequently  inactivated  in  patients  with  CRC. 
Moreover, we identified overexpression of the endogenous PP2A inhibitors SET and CIP2A and 
downregulation  of  the  regulatory  PP2A  subunits  PPP2R2A  and  PPP2R5E,  as  contributing 
mechanisms to PP2A inhibition in CRC. Thus, we further studied the relevance of each of those 
PP2A  inhibitory mechanisms  in  CRC.  In  the  second  paper, we  reported  that  phosphorylated 
protein  phosphatase  2A  at  tyrosine  307  (p‐PP2A‐C  Y307)  is  a  molecular  mechanism  that 
contributes to PP2A inhibition in CRC and confers a worse outcome. This alteration was found 
in 17.2% of mCRC and the subgroup of high p‐PP2A levels patients showed substantially worse 
overall survival (OS) (median 0S, 6.0 vs. 26.2 months, P< 0.001) and progression‐free survival 
(PFS) (median PFS, 3.8 vs. 13.3 P< 0.001). Importantly, the multivariable analysis demonstrated 
that p‐PP2A  is an unfavorable  independent  factor associated with OS  (hazard  ratio 2.7; 95% 
confidence  interval,  1.8  –  4.1; P< 0.001) and PFS  (hazard  ratio 3.0; 95% confidence  interval; 
1.8‐5.0;  P<0.001).  In  the  third  paper, we  also  reported  that  the  restoration  of  p‐PP2A using 
PP2A  activating  drugs  such  as  forskolin  is  a  potential  alternative  therapy  with  benefit  in 
patients with high p‐PP2A. In the fourth paper, we showed that SET overexpression promotes 
cell  growth  and  colonosphere  formation.  Furthermore, we  published  that  SET  inhibits  PP2A 
then impairing its antitumor effects and SET reduces sensitivity to oxaliplatin in CRC cell lines. 
Moreover,  SET  overexpression  was  detected  in  24.8%  of  mCRC  patients,  determined 
significantly shorter OS (8.6 vs. 27 months, P< 0.001), PFS (7.1 vs. 13.7 months; P< 0.001) and 
poor  response  to  oxaliplatin‐based  chemotherapy.  To  continue,  in  the  fifth  paper  we  show 
that miR‐199b is downregulated in 4 out of 5 SET overexpressing CRC cell lines and that miR‐
199b expression is inversely correlated with SET overexpression in CRC patients. Moreover, we 
published that miR‐199b led to PP2A activation through a SET inhibition impairing cell viability 
and enhancing oxaliplatin sensitivity in CRC cells. MiR‐199b was found downregulated in 25% 
of cases, and associated with lymph metastasis (P= 0.049), presence of synchronous metastasis 
at diagnosis (P= 0.026) and SET overexpression (P< 0.001). Furthermore,  low miR‐199b levels 
determined shorter OS (30 months vs. 9.7 months, P< 0.001), PFS (15.4 vs. 8.6, P= 0.003) and 
predicted  clinical  benefit  to  oxaliplatin  treatment.  Finally,  in  papers  sixth  and  seventh  we 
showed  how  the  potential  PP2A  regulators,  miR‐21  and  miR‐31,  when  they  are  found 
overexpressed  are  able  to  predict  pathological  response  and  outcome  to  neoadjuvant  5‐FU 
based CRT in LARC. MiR‐21 was found overexpressed in 77.6 % of LARC cases, and significantly 
correlated  with  pathological  response  (P=  0.013).  The  odds  ratio  of  having  miR‐21 
overexpression  and  not  getting  a  pathological  respond  to  CRT  resulted  in  9.75  (confidence 
interval  (CI)  2.24  to  42).  Sensitivity,  specificity,  negative  predictive  values,  and  positive 
predictive  value were  86.6,  60,  42.8,  and  92%,  respectively. Multivariate  analysis  confirmed 
the clinical significance of miR‐21 determining preoperative CRT response. In the other hand, 
high miR‐31 levels were found overexpressed in 34.2% of cases. Its overexpression significantly 
predicted poor pathological response (P= 0.018) and a worse OS since 78% of the patients with 
high miR‐31 expression were alive at 6 years follow up compared with 96% of those with low 
miR‐31 (P= 0.008). 
Conclusions 
Altogether  we  have  identified,  the  tumor  suppressor  activity  of  PP2A  is  commonly 
inhibited  in  CRC.  SET  overexpression,  p‐PP2A‐C  Y307,  miR‐199b  downregulation,  and  the 
downregulation  of  the  PP2A  regulatory  subunits  PPP2R5E  and  PPP2R2E  as  contributing 
mechanisms  to  this  PP2A  inhibition  in  CRC.  In  addition,  high  levels  of  p‐PP2A‐C  Y307  is  an 
alteration that determines poor outcome in mCRC and SET overexpression is a frequent event 
in mCRC that plays a potential oncogenic role associated with worse outcome and resistance 
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to oxaliplatin.  In  the same way, miR‐199b  is a  tumor suppressor miR whose downregulation 
independently  determines  worse  outcome  in  mCRC  and  resistance  to  oxaliplatin  therapy. 
Finally,  deregulation  of  the  PP2A  potential  modulators,  miR‐21  and  miR‐31,  have  clinical 
impact determining pathological response and outcome in LARC. 
RESUMEN  
Introducción 
El  cáncer  colorrectal  es  una  enfermedad  letal  y  común.  Uno  de  los  procesos 
fundamentales que conllevan al inicio y progresión del cáncer colorrectal es la acumulación de 
alteraciones  genéticas  y  epigenéticas  en  las  células  de  la  mucosa  colónica.  En  las  últimas 
décadas, se ha progresado mucho en el conocimiento de la genética y epigenética del cáncer 
colorrectal,  incluyendo  el  mejor  conocimiento  de  las  alteraciones  producidas  por  los 
microRNAs. De igual forma que ocurre con las mutaciones en los genes, algunas alteraciones 
epigenéticas  que  afectan  a  los microRNAs,  conocidas  como  “eventos  conductores”  parecen 
tener un papel funcional muy relevante en este tipo de cáncer. Este avance en el conocimiento 
de  la patogénesis del cáncer colorrectal ha permitido desarrollar biomarcadores pronósticos, 
predictivos  y  con  aplicaciones  terapéuticas,  basados  en  dichas  alteraciones.  De  hecho,  el 
desarrollo  de  este  campo  sugiere  que  un mejor  conocimiento  del  panorama molecular  será 
utilizado  en  el  futuro  próximo  para  personalizar  el  tratamiento  del  cáncer  colorrectal.  No 
obstante, a pesar de estos grandes avances, se necesitan más estudios de investigación tanto 
moleculares como clínicos para así, seleccionar mejor a los pacientes para recibir las terapias 
actuales,  las  terapias  nuevas  y  también  para  diseñar  de  forma  más  específica  los  futuros 
ensayos clínicos basados en terapias moleculares dirigidas. La proteína fosfatasa 2A (PP2A) es 
una  proteína  con  actividad  serine‐treonina  fosfatasa  supresora  tumoral  compuesta  por  un 
complejo heterotrimérico que regula varias vías de señalización importantes y cruciales para la 
trasformación tumoral. Se han descrito algunos mecanismos moleculares por los cuales PP2A 
está  inhibida  tales  como  la  fosforilación  de  la  subunidad  catalítica,  la  desregulación  de  sus 
subunidades reguladoras, la inhibición por microRNAs o por inhibidores endógenos como SET 
o CIP2A. Dichas alteraciones han sido descritas en algunos tipos tumorales como factores que 
contribuyen  a  malignidad.  No  obstante,  la  importancia  de  esas  alteraciones  basadas  en  la 
inhibición de PP2A en cáncer  colorrectal no era conocida antes del  inicio de este  trabajo de 
investigación.  Además,  el  microRNA‐21  y  el  microRNA‐31  son  dos  oncomicroRNAs  bien 
conocidos  en  cáncer  colorrectal  que  se  han  descrito  como  potenciales  reguladores  de  la 
actividad  de  PP2A.  Se  ha  visto  que  su  desregulación  juega  un  papel  muy  importante  en  el 
desarrollo  de  cáncer  colorrectal  y  se  han  asociado  a  resistencia  a  terapias  basadas  en  5‐
fluoracilo.  Sin  embargo,  el  papel  de  estos  dos  microRNAs  para  predecir  la  respuesta  a  la 
quimioradioterapia  neoadyuvante  basada  en  5‐fluoracilo  en  cáncer  de  recto  localmente 
avanzado no era conocido. En este trabajo de investigación, nosotros exploramos el papel de 
PP2A  y  sus  mecanismos  reguladores  en  la  patogénesis  del  cáncer  colorrectal.  Además, 
analizamos el potencial de las alteraciones moleculares que se basan en la inhibición de PP2A 
como biomarcadores clínicos en cáncer colorrectal metastásico y cáncer de recto  localmente 
avanzado.  
Material y métodos 
Estudios  in vitro: Utilizamos 9  líneas celulares de cáncer colorrectal humanas con las que 
llevamos a cabo varios estudios in vitro tales como ensayos de proliferación, de viabilidad, de 
actividad  fosfatasa,  apoptosis,  experimentos  de  transfección,  western  blot,  ensayos  de 
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formación de colonias y ensayos de luciferasa. Muestras de pacientes: Con el fin de validar los 
estudios in vitro y de explorar su potencial clínico como biomarcadores, el estudio comprendió 
muestras  tanto  parafinadas  como  congeladas  en  fresco  de  522  pacientes  divididos  en  4 
cohortes independientes que se explican con detalle más adelante. Para medir la expresión de 
los microRNAs en las muestras tumorales hicimos análisis de PCR en tiempo real y SET, PP2A y 
p‐PP2A  fueron medidos  tanto por PCR en  tiempo real  como por  inmunohistoquímica. Todos 
los  artículos  fueron  elaborados  en  concordancia  con  las  guías  REMARK  (“Reporting 
Recommendations for Tumor Marker Prognostic Studies”) 
Resultados 
En  el  primer  artículo  mostramos  como  PP2A  está  inactivado  en  pacientes  con  cáncer 
colorrectal. Además, identificamos mecanismos moleculares que contribuyen a la inactivación 
de  PP2A  como  la  sobreexpresión  de  SET  y  CIP2A  y  la  baja  expresión  de  las  subunidades 
reguladoras de PP2A, PPP2R2A and PPP2R5E. Así pues, seguimos investigando la relevancia de 
estas alteraciones en cáncer colorrectal. En el segundo artículo, publicamos que la fosforilación 
de  la  tirosina‐307  en  la  subunidad  catalítica  de  PP2A  (p‐PP2A‐C  Y307)  es  un  mecanismo 
molecular  que  contribuye  a  la  inhibición  de  PP2A  y  que  confiere  mal  pronóstico.  Esta 
alteración  presenta  una  prevalencia  del  17.2%  en  los  pacientes  con  cáncer  colorrectal 
metastásico y el subgrupo que  la presenta mostró un peor pronóstico ya que  la mediana de 
supervivencia  global  y  la  supervivencia  libre  de  enfermedad  resultaron  de  6.0  meses  y  3.8 
meses respectivamente versus 26.2 y 13.3, meses respectivamente, para los pacientes con p‐
PP2A‐C bajo. Además el análisis multivariante demostró que p‐PP2A es un factor desfavorable 
independiente asociado a supervivencia global y progresión libre de enfermedad (hazard ratio 
2.7;  intervalo  de  confianza  95%  1.8–4.1;  P<  0.001  y  hazard  ratio  3.0;  95%  intervalo  de 
confianza; 1.8‐5.0; P< 0.001, respectivamente. En el tercer artículo, mostramos también que el 
restablecimiento  de  p‐PP2A  mediante  fármacos  que  activan  la  función  de  PP2A  es  una 
potencial alternativa terapéutica para los pacientes que muestran niveles de p‐PP2A altos. En 
el cuarto artículo, publicamos que la sobreexpresión de SET promueve la proliferación celular y 
la  formación de  colonosferas. Además, demostramos que  la  sobreexpresión de SET  inhibe a 
PP2A  y  que  por  lo  tanto  promueve  los  efectos  tumorales  propios  de  la  inhibición  de  PP2A 
como supresor tumoral y que SET reduce la sensibilidad al oxaliplatino en líneas celulares de 
cáncer colorrectal. Además la sobreexpresión de SET, se detectó en el 24.8% de los pacientes 
con  cáncer  colorrectal metastásico  determinando  de manera  significativa  una  supervivencia 
global más corta  (8.6 meses vs. 27 meses) y supervivencia  libre a  la progresión (7.1 meses y 
13.7 meses).  Así mismo  la  sobreexpresión  de  SET  se  asoció  a  resistencia  a  las  terapias  con 
oxaliplatino.  Para  continuar,  en  el  quinto  artículo,  determinamos  que  la  baja  expresión  del 
microRNA‐199b, se encuentra en 4 de 5  líneas celulares con sobreexpresión de SET y que  la 
expresión  de  SET  y  el  microRNA‐199b  esta  inversamente  correlacionada.  Además,  la 
sobreexpresión de este microRNA conlleva a  la activación de PP2A mediante  la  inhibición de 
SET y como consecuencia detiene la proliferación celular y aumenta la respuesta al oxaliplatino 
en líneas de cáncer colorrectal. El microRNA‐199b se encontró con baja expresión en el 25% de 
los casos y se asoció de manera significativa al desarrollo de metástasis linfáticas, (P= 0.049), 
presencia  de  metástasis  sincrónicas  al  diagnóstico  (P=  0.026)  y  sobreexpresión  de  SET  (P< 
0.001). Así mismo  la  baja  expresión del microRNA‐199b determinó una  supervivencia  global 
más corta (30 meses vs. 9.7 meses, P< 0.001), una progresión libre de enfermedad más corta 
(15.4 meses vs. 8.6 meses, P= 0.003) y resistencia al tratamiento con oxaliplatino. Por último, 
en los artículos 6 y 7 mostramos el potencial de dos microRNAs que potencialmente regulan la 
actividad de PP2A,  los microRNAs 21 y 31 como microRNAs con  función oncogénica que son 
capaces de predecir la respuesta a la quimioradioterapia neoadyuvante en cáncer de recto. Así 
pues el microRNA‐21 se encontró sobreexpresado en el 77.6% de los pacientes con cáncer de 
recto  localmente  avanzado  y  se  correlacionó  de  manera  significativa  con  la  respuesta 
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patológica  siendo  el  odds  ratio  de  tener  alto  el  microRNA  21  y  no  tener  una  respuesta 
patológica  completa  de  9.75  con  un  intervalo  de  confianza  de  2.24  a  42.  La  sensibilidad, 
especificad, valor predictivo negativo y valor predictivo positivo  fueron 86.6, 60, 42.8 y 92%, 
respectivamente.  Además,  el  análisis  multivariante  confirmó  la  significación  clínica  del 
microRNA‐21 determinando la respuesta a la quimioradioterapia neoadyuvante. Por otro lado, 
los niveles altos del microRNA‐31 se encontraron sobreexpresados en el 34.2% de los casos y 
su sobreexpresión predijo de forma significativa una pobre respuesta patológica (P= 0.018) y 
una  peor  supervivencia  global  ya  que  el  78%  de  los  pacientes  con  sobreexpresión  del 
microRNA‐31 estaban  vivos  a  los  6  años de  seguimiento  frente  al  96% de  los pacientes que 
estaban vivos a los 6 años y tenían baja expresión del microRNA‐31 (P= 0.008). 
Conclusiones 
Con  todo  lo  anterior,  hemos  identificado  que  la  inhibición  de  PP2A  es  una  alteración 
común  en  cáncer  colorrectal  y  que  está  inhibición  se  produce  por  diferentes  mecanismos 
moleculares como son:  la sobreexpresión de SET,  los niveles altos de p‐PP2A‐C Y307,  la baja 
expresión  del microRNA‐199b  y  la  baja  expresión  de  las  subunidades  reguladoras  de  PP2A, 
PPP2R5E  y  PPP2R2E.  Además,  demostramos  que  los  niveles  altos  de  p‐PP2A‐C  Y307,  la 
sobreexpresión de SET y  la baja expresión del microRNA‐199b juegan un papel oncogénico y 
determinan  un mal  pronóstico  en  cáncer  de  colon metastásico  asociando,  en  el  caso  de  la 
sobreexpresión de SET y  la baja expresión del microRNA 199b, resistencia a oxaliplatino. Por 
último, demostramos que la sobreexpresión de los microRNAs‐21 y 31 tiene un impacto clínico 
ya  que  determina  la  respuesta  a  la  quimioradioterapia  neoadyuvante  en  cáncer  de  recto 
localmente avanzado.  
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INTRODUCTION 
Colorectal cancer epidemiology, risk and preventive factors 
CRC  is  a  common  and  lethal  disease.  The  risk  of  developing  CRC  is  influenced  by  both 
environmental and genetic factors. Its incidence and mortality rates vary markedly around the 
world and globally CRC is the third most commonly diagnosed cancer in males and the second 
in females, with 1.4 million new cases and almost 694,000 deaths estimated to have occurred 
in  2012.8  The  highest  incidence  is  reported  in  countries  of  Europe,  North  America,  and 
Oceania, whereas incidence is lowest in some countries of Asia and Africa (Figure 1).  
 (Adapted from GLOBOCAN 2012) 
However,  rapid  increases  in  previously  low‐risk  countries,  such  as  Spain  and  several 
countries  in  eastern  Europe  and  east  Asia,  have  been  noted,  which  have  been  ascribed  to 
changes in dietary patterns and risk factors towards a so‐called western lifestyle.9 In the other 
hand, in the USA and several other high‐income countries, incidence has stabilized or started 
to  decrease,  probably  because  of  increased  use  of  early  detection  methods  such  as 
sigmoidoscopy  and  colonoscopy  with  polypectomy.10  Global  country‐specific  incidence  and 
mortality rates are available in the World Health Organization, GLOBOCAN database. Incidence 
is low at ages younger than 50 years, but strongly increases with age (Figure 2). 
Figure 2. CRC incidence by age 
Figure 1. CRC cancer incidence 
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Median age at diagnosis is around 70 years in developed countries11 and rates are higher 
in males than in females. 
No  single  risk  factor  accounts  for most  cases  of  CRC. Apart  from age  and male  sex,  the 
following risk factors (which often co‐occur and interact) have been identified and established 
in epidemiological  studies:  family history of CRC,10  inflammatory bowel disease12,  smoking,13 
excessive  alcohol  consumption,14  high  consumption  of  red  and  processed meat,15  obesity,16 
and  diabetes.17  Further  emerging  evidence  suggests  that  infection  with Helicobacter  pylori, 
Fusobacterium  spp,  and  other  potential  infectious  agents  might  be  associated  with  an 
increased  risk  of  CRC.18‐19  Established  preventive  factors  include  physical  activity,20  use  of 
hormone replacement therapy,21 and aspirin,22 with risk reduction in the order of 20–30%, and 
endoscopy with  removal  of precancerous  lesions,  for which  the  strongest  risk  reduction has 
been  reported.23 Although not  as  consistent,  some data  suggest  a weak protective effect  of 
diets  rich  in  fruit,  vegetables,  cereal  fiber and whole grains,24 dairy products,25 or  fish26 and, 
possibly,  statin27  therapy.  Epidemiological  studies28  have  consistently  shown  an  inverse 
association between serum vitamin D concentrations and risk of CRC, but whether and to what 
extent this association is causal needs to be established (Table 1). 
Table 1. CRC risk and preventive factors 
 
Sociodemographic factors  Risk 
Older age  Very strong increase 
Male sex  Strong increase 
Medical factors   
Family history  Strong increase 
Inflammatory bowel disease  Strong increase 
Diabetes  Moderate increase 
Helicobacter pylori infection  Probable increase 
Large bowel endoscopy  Strong reduction 
Hormone replacement therapy  Moderate reduction 
Aspirin  Moderate reduction 
Statins  Probable reduction 
Lifestyle factors   
Smoking  Moderate increase 
Excessive alcohol consumption  Moderate increase 
Obesity  Moderate increase 
Physical activity  Moderate reduction 
Diet factors   
High consumption of red and processed meat  Moderate increase 
Fruit and vegetables  Probable reduction 
Cereal fiber an whole grain  Probable reduction 
Fish  Probable reduction 
Dairy products  Probable reduction 
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CRC has also an important heritable component. Based on a large twin study,10 35% of CRC 
risk could be attributable to heritable factors. Apart from hereditary forms such as hereditary 
non‐polyposis colon cancer (Lynch syndrome) and familial adenomatous polyposis, which are 
determined by well known genetic aberrations, but account for less than 5% of all CRC, genetic 
factors that determine the risk of disease are still incompletely understood.  
Colorectal cancer molecular pathogenesis 
The  molecular  pathogenesis  of  CRC  is  heterogeneous  and  the  molecular  mechanisms 
underlying its development are clinically important because they are related to the prevention, 
prognosis  and  treatment  response of  the patient.29  30 Importantly,  CRC  is  characterized by  a 
progressive accumulation of genetic and epigenetic abnormalities in colon epithelial cells that 
lead to cancer progression.31 32 The level of understanding of the molecular events underlying 
CRC  is  far  greater  than  for  other  common  solid  tumors.  Specific  germline  mutations  are 
responsible  for  the  inherited  CRC  syndromes,  while  a  stepwise  accumulation  of  somatic 
mutations is thought to underlie most sporadic cases.  
The adenoma –carcinoma sequence 
The  majority  of  CRCs  are  thought  to  arise  from  adenomas  (adenomatous  polyps)  that 
become  dysplastic.  Adenomatous  polyps  form  in  the  colon  when  normal  mechanisms 
regulating epithelial renewal are disrupted. Surface cells  lining the  intestine are continuously 
lost  into  the  bowel  lumen  due  to  apoptosis  and  exfoliation,  and  must  be  continuously 
replaced.  Typically,  proliferation occurs  exclusively  at  the  crypt  base. As  cells move  towards 
the luminal surface, they cease proliferating and terminally differentiate. This ordered process 
is  increasingly  disrupted  as  adenomas  increase  in  size,  become  dysplastic,  and  eventually 
attain invasive potential.   
In  1990,  Fearon  and  Vogelstein  described  the  molecular  basis  for  CRC  as  a  multistep 
process  in which each accumulated genetic event conferred a selective growth advantage to 
the colonic epithelial cell (Figure 3).33  
 
 (Adapted from Fearon ER, Vogelstein. Cell 1990;61(5):759‐67) 
Later  studies have  served  to  further  refine  their hypothesis. According  to  the Vogelstein 
model,  germline  or  somatic  mutations  are  required  for  malignant  transformation,  and  the 
accumulation  of  multiple  genetic  mutations  rather  than  their  sequence  determines  the 
biological  behavior  of  the  tumor.  Germline  mutations  underlie  the  common  inherited 
syndromes, while sporadic cancers result from the stepwise accumulation of multiple somatic 
Figure 3. A genetic model for colorectal tumorigenesis
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mutations. Mutations  in  the  adenomatous  polyposis  coli  (APC)  gene,  a  feature  common  to 
both inherited and sporadic CRCs, occur early in the process, while p53 tumor suppressor gene 
mutations  generally  occur  late.  In  addition  to  point  mutations,  other  genetic  changes  are 
implicated in human tumorigenesis (gene rearrangements, amplifications, overexpression, and 
deletions).32  Importantly,  apart  from  those  genetic  alterations,  CRC  development  is 
determined  by  de  accumulation  of  epigenetics  changes  such  as  DNA  methylation,  miRs 
alterations, histone modification or chromatin remodeling. Those epigenetic alterations seem 
to be very import as early events and represent also driver events for CRC development (Figure 
4).31  
Genetic and epigenetic alterations 
The  pathogenesis  of  CRC  involves  the  accumulation  of  genetic  and  epigenetic 
modifications within pathways that regulate proliferation, apoptosis, and angiogenesis (Figure 
4). 
Genetic alterations 
Sporadic CRCs arise from the accumulation of somatic genetic events that are clonal. These 
somatic  defects may  give  a  selective  growth  advantage  to  a  cell,  classifying  the  defect  as  a 
“driver”  event  and  leading  a  cell  clone  to  an  increased  proliferation  that  progress  toward 
malignancy.34 For sporadic CRC, it is estimated that among the 20,000 identified genes in the 
human genome, there are 138 driver genes (74 tumor suppressor genes and 64 oncogenes). A 
typical  sporadic  CRC,  however,  might  only  contain  2  to  8  driver  gene  alterations,  with  the 
remainder being “passenger” gene defects, as a result of genomic chaos and random events, 
and which have no effect on the neoplastic process.35 This makes each CRC patient genetically 
Figure 4. The adenoma carcinoma‐sequence is determined by the accumulation of 
genetic and epigenetic alterations 
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unique36  and  is  an  important  item  to  consider  for  future  approaches  regarding personalized 
medicine.  The median  number  of  nonsynonymous mutations  (that  involves  an  amino‐acidic 
change) in sporadic CRCs, regardless of pathogenesis,  is 66 mutations per tumor, with only a 
handful  of  driver  lesions  and  a  larger  number  of  passenger  lesions.  Integrated  proteomic 
characterization of CRCs demonstrates the functional context for the observed mutations, with 
relatively few extending to the protein level.37 An important concept is that a driver lesion for 
one patient’s tumor might be different compared with another one. Common mutations, such 
as  those  seen  with  TP53  or  KRAS,  are  dominant  along  the  mutational  landscape  as  driver 
mutations,  but  genes  with  relatively  few  mutations  numerically  outnumber  the  commonly 
targeted  genes  among  CRCs.  Because  they  are  less  commonly  mutated  overall,  they  are 
referred as the “tail” of the mutational frequency curve, but these genes are likely important 
as  driver  lesions  among  individual  tumors.38  They  might  also  be  considered  individual  or 
personalized biomarkers in the future. 
Epigenetic alterations  
Epigenetic alterations have recently been recognized as significant contributors to cancer 
development.  “Epigenetics”  was  first  described  by  the  developmental  biologist  Conrad  H. 
Waddington  in  1942  as  “the  study  of  heritable  changes  in  gene  expression  mediated  by 
mechanisms  other  than  alterations  in  primary  nucleotide  sequence  of  a  gene”  and  is  now 
considered  as  broadly  referring  to  heritable  alterations  in  gene  expression  that  are  not 
mediated  by  changes  in  the  DNA  sequence.  Epigenetic  alterations  frequently  found  in  CRC 
cancer  include  aberrant  DNA  methylation,  abnormal  histone  modifications,  and  altered 
expression  levels  of  various  noncoding  RNAs,  including  miRs.31  With  regards  to  the  role  of 
epigenetic  alterations  in  the  normal‐polyp‐cancer  sequence,  as  with  gene  mutations,  it 
appears that a subset of the hundreds to thousands of alterations found in the typical cancer 
cell  drives  the  initiation  and  progression  of  CRC  formation  through  the  sequential 
accumulation of  genetic  and  epigenetic  changes  in  key  tumor‐suppressors  and oncogenes.31 
The prevailing consensus suggests that epigenetic alterations in CRC occur early and manifest 
more frequently than genetic alterations. In addition, advances in genomic technologies have 
led  to  the  identification  of  a  variety  of  specific  epigenetic  alterations  as  potential  clinical 
biomarkers for CRC patients (Figures 5 and 6). 
 
Figure 5: Discovery of various epigenetic alterations in CRC 
 
 
 (Adapted from Okugawa Y et al. Gastroenterology 2015;149 (5):1204‐25) 
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 (Adapted from Okugawa Y et al. Gastroenterology 2015;149(5):1204‐25) 
Colorectal cancer clinical management 
Diagnosis 
CRC may be  suspected  from one or more of  symptoms and signs such as hematochezia, 
melena,  abdominal  pain,  iron  deficiency  anemia,  change  in  bowel  habits,  abdominal 
distention,  nausea,  vomiting,  constipation  etc.  or  may  be  asymptomatic  and  discovered  by 
routine screening of average‐ and high‐risk subjects. Once a CRC is suspected, the next test can 
be  a  colonoscopy  or  virtual  colonoscopy.  However,  examination  of  tissue  is  required  to 
establish the diagnosis and this is usually accomplished by colonoscopy.10 39 
Staging 
Once a CRC is detected a complete colonoscopy or a virtual colonoscopy is mandatory to 
detect  synchronous  cancers  that  are  present  in  about  2–4%  of  patients.  For  rectal  cancer, 
exact  local  staging  at  the  time  of  diagnosis  is  essential  and  is  the  basis  for  requirement  of 
Figure 6. Colorectal cancer epigenetics: from bench to bedside 
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neoadjuvant  treatment. Apart  from the exact distance from the anal verge, definition of  the 
local tumor extent is  important. Endoscopic ultrasonography is accurate for determination of 
the T‐stage of rectal cancer, and is the method of choice for regional tumors because of high 
accuracy  to  differentiate  between  non‐invasive  and  invasive  neoplasia.  However,  the  most 
accurate method to define advanced T‐stages is a magnetic resonance imaging (MRI).10 40  
For both rectal and colon cancer, distant metastases should be ruled out because 20% of 
patients with newly diagnosed CRC have distant metastases at the time of diagnosis. The most 
common metastatic location is the liver followed by the lung. Thus, staging of CRC is generally 
advised  to  include  a  body  computerized  tomography  scan  (CT  scan).41  Although  distant 
metastases  can  be  identified  in  other  organs  including  the  bone  and  brain,  no  evidence 
supports  routine  investigation of  these  locations.  Furthermore,  data  do  not  support  routine 
use of positron emission tomography scan (PET‐CT)  in patients without suspected metastatic 
disease.42  
CRCs  are  stage  according  to  local  invasion  depth  (T  stage),  lymph  node  involvement  (N 
stage), and presence of distant metastases (M stage) (Table 2). These stages are combined into 
an overall stage definition (Table 3), which provides the basis for therapeutic decisions.36  
Table 2. Classification of CRCs according to local invasion depth (T stage), lymph node 
involvement (N stage) and presence of distant metastases (M stage) 
 
	
		(Adapted from Brenner et al. Lancet 2013; 383(9927):1490–502)	
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 (Adapted from Brenner et al. Lancet 2013;383 (9927):1490–502) 
 
Treatment 
Like other patients with cancer, those with CRC should be assessing by a multidisciplinary 
team. The multidisciplinary team should include a colorectal surgeon, a medical oncologist, a 
gastroenterologist, a radiotherapist, a radiologist, and a pathologist. Depending on the tumor 
extent, the addition of a hepatic or thoracic surgeon is necessary. As mention before, the TNM 
staging classification provides the basis for therapeutic decisions. 
Patients without distant metastases: Management of localized disease  
Surgical resection 
 Approximately 80 percent of cancers are localized to the colon wall and/or regional nodes. 
Surgery is the only curative modality for localized colon cancer. The goal of surgery for invasive 
cancer  is  complete  removal  of  the  tumor,  the  major  vascular  pedicle,  and  the  lymphatic 
drainage basin of the affected colonic segment. Thus, the treatment of choice for stage I, II and 
III colon cancer is oncological surgery resection.43  
Adjuvant chemotherapy 
For patients with CRC who have undergone curative resection of a colon cancer, the goal 
of postoperative (adjuvant) chemotherapy is to eradicate micrometastases, thereby reducing 
the likelihood of disease recurrence and increasing the cure rate. 
Patients with stage  III  (node‐positive) disease have a  risk of  recurrence  ranging between 
15% and 50%. The benefits of adjuvant chemotherapy have been most clearly demonstrated in 
Table 3. TNM stage classification of CRC 
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those patients with stage  III, who have an approximately 30 percent  reduction  in  the  risk of 
disease recurrence and a 22 to 32 percent reduction in mortality with modern chemotherapy. 
Thus,  adjuvant  chemotherapy  is  recommended  for  all  patients  with  stage  III  colon  cancer 
without  contraindications  after  curative  resection.  Regimens  containing  fluorouracil  reduce 
recurrence  rate  by  17%  units  and  increase  OS  by  13–15%  units.44  To  improve  disease‐free 
survival and OS, several large prospective trials have investigated the addition of oxaliplatin to 
fluorouracil. The addition of oxaliplatin increased the absolute 5‐year disease‐free survival by 
6.2  to  7.5%  and  the OS  by  2.7  to  4.2%  in  patients with  stage  III  colon  cancer.45 46 However, 
secondary  subset  analyses  of  two  studies  suggest  that  the  benefit  of  oxaliplatin  might  be 
limited  to  patients  younger  than  65  years  or  younger  than  70  years.44  In  large  randomized 
trials, the addition of bevacizumab or cetuximab to an oxaliplatin‐ containing regimen did not 
show any benefit on disease‐free survival. Additionally,  the use of  irinotecan combined with 
fluorouracil did not show any benefit and was associated with increased toxic effects.47  
Stage II colon cancer is associated with statistically significant better disease‐free survival 
and OS than stage  III colon cancer. Among those patients, the benefits of chemotherapy are 
controversial,  as  is  the  relative benefit of  an oxaliplatin as  compared with a non‐oxaliplatin‐
based  regimen. The survival benefit  from adjuvant  chemotherapy  seems  to be  reduced, and 
thus is generally recommended only for patients at high risk of relapse (T4 tumors, perforated 
tumors,  bowel  obstruction  at  the  time  of  surgery,  and  <12  lymph  nodes  removed,  poorly‐
differentiated  histology;  lymphovascular  or  perineural  invasion).  It  is  also  important  to 
evaluate the mismatch repair enzyme status, the assessment of comorbidities and anticipated 
life expectancy, and given the relatively good prognosis of stage II disease, the potential risks 
associated with treatment.48  
Adjuvant chemotherapy carries a risk for significant toxicities, including mucositis, emesis, 
diarrhea,  febrile  neutropenia,  fatigue,  hair  loss,  hand‐foot  syndrome  and  cardiotoxicity.  The 
frequency and severity of these side effects vary according to the specific drugs used and how 
they are administered. Fortunately, most of these symptoms are reversible with cessation of 
chemotherapy, and late and long‐term effects are relatively infrequent with the exception of 
oxaliplatin‐related peripheral neuropathy, which may persist. 
Neoadjuvant therapy 
This approach in CRC is limited to rectal cancer tumors. The treatment of choice for locally 
advanced  rectal  cancer  (LARC)  involves  a  multidisciplinary  approach  and  consist  in 
preoperative  (neoadjuvant)  chemoradiotherapy  (CRT)  followed  by  total  mesorectal  excision 
(TME)  surgery.49  The  superiority  of  preoperative  over  postoperative  CRT  regarding  local 
control, treatment compliance, and toxicity profile was demonstrated after CAO/ARO/AIO‐94 
(Working Group of  Surgical Oncology/ Radiation Oncology/Medical Oncology of  the German 
Cancer Society) trial. Several studies using 10‐year follow‐up outcomes have confirmed these 
findings.50  
Patients with stage I rectal cancer should not be given any treatment in addition to surgery 
because  the  local  recurrence  rate  is  low  (about  3%)  and  the  benefit  from  neoadjuvant 
treatment  very  small.51  Patients  with  stage  III  disease  benefit  from  additional  treatment, 
whereas  the  benefit  for  patients  with  stage  II  disease  is  less  clear.52  53  Currently,  the 
neoadjuvant  CRT  regimen most  widely  used  is  based  on  fluoropyrimidines  concurrent  with 
conventional  fractionation radiotherapy. Nevertheless, more than one‐third of cases develop 
distant metastasis  within  10  years  from  diagnosis  and  complete  pathological  response  only 
occurs  in  8%  to 14% of patients.  Thus,  those patients who do not  respond  suffer undesired 
toxicities and delays in the resection of the primary tumor.  
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Patients with distant metastases: Management of metastatic disease 
Approximately  20  percent  of  newly  diagnosed  colon  cancers  are  metastatic  at 
presentation  (synchronous metastasis). This stage compromised by  far  the group of patients 
with a worse prognosis although, over the last 20 years, and the last decade in particular, the 
clinical  outcome  for  patients  with metastatic  CRC  has  improved  greatly  due  not  only  to  an 
increase  in  the  number  of  patients  being  referred  for  and  undergoing  surgical  resection  of 
their  localized metastatic  disease  but  also,  to  a more  strategic  approach  to  the  delivery  of 
systemic therapy and an expansion in the use of ablative techniques.  
The role of the multidisciplinary team 
The  first  step  in  the  treatment of mCRC  is  for  the multidisciplinary members  to critically 
define  whether  or  not  a  patient  has  initially  clearly  resectable  or  initially  unresectable 
metastatic  disease  and  to  define  the  status  of  the  resection  of  the  primary  tumor  when 
considering the management of both synchronous and/or oligometastatic CRC. Conversely, for 
patients whose disease is deemed ‘never to be resectable’, the discussion may be left to the 
treating medical oncologist and patient as to the pros and contras of various approaches and 
sequences  based  on  the  perceived  aims  (duration  of  disease  control  versus  quality  of  life, 
toxicity profiles, etc.) 
The  general  condition  and  performance  status  of  a  patient  are  strong  prognostic  and 
predictive  factors  for  chemotherapy. Whether  a  patient  is  classified  as  ‘fit’  or  ‘unfit’  is  now 
used to determine whether or not they will be assigned to a more intensive (combination of 2 
or 3 cytotoxics with a biological) or less intensive treatment approach with the classical drivers 
of treatment choice being tumor, patient and treatment characteristics (Table 4).  
Table 4. Revised ESMO groups for treatment stratification of patients according to whether 
patients are “fit” or “unfit 
 
Patient´s 
classification 
“Fit” patients  “Unfit” 
patients 
Group 1  Group 2 
Clinical 
presentation 
A) Conversion and achievement of NED  Assymptomatic patients 
No impeding clinical threat 
Resection not an option 
Best 
supportive 
care 
 
B)  Impeding  clinical  threat,  organ  dysfunction 
and severe symptons 
Treatment goal  A)  Cytoreduction  followed  by  R0  resection, 
NED achieved by LAT 
Disease  control  and  hence 
prolonged survival 
Palliative 
B)  Improvement  of  symptons  and  hence 
avoidance  of  rapid  evolution  and  prolonged 
survival 
LAT, local and ablative therapy; mt, mutant; NED, no evidence of disease; wt, wild‐type 
 
 (Adapted from Van Cutsem et al. Annals of Oncology 2016;27(8):1386–1422) 
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Historically,  ‘fit’  patients  with  mCRC  were  categorized  according  to  the  previous  ESMO 
consensus  guidelines  into  four  groups  (0,  1,  2,  and  3)  to  determine  the  strategic  treatment 
approaches (Table 5).54 55 
As  mentioned  before,  the  decision  as  to  whether  a  patient  has  initially  resectable  or 
initially  unresectable  metastatic  disease  should  be  made  at  the  first  meeting  of  the 
multidisciplinary team. Patients with initially resectable metastatic disease should be referred 
for  immediate  resection  or  perioperative  chemotherapy  with  the  goal  being  to  achieve 
complete  R0  resection  and/or  a  situation  where  the  patient  can  be  treated  with  another 
ablative treatment. 
However,  in  the  case  of  fit  patients  with  mCRC,  whose  metastases  are  not  initially 
resectable,  it  is  becoming  increasingly  obvious  that  the  original  ESMO  groups  1  and  2  are 
becoming less clearly delineated and the treatment strategies less strict (Table 5).  
  
  Group 0 
Resecable 
Group 1 
Potencially resectable 
Group 2 
Not resectable 
Group 3 
Not resectable 
Clinical presentation  Clearly resectable R0   Unresectable which 
might become 
resectable after 
response to 
conversion therapy 
Multiples 
metastases/sites 
Tumor‐related 
siymptons 
Able to withstand 
intensive therapy 
Assymtomatic 
Multiple metastases 
Never able to undergo 
resection 
Unsuitable for 
intensive therapy 
Frail with co‐
morbidities 
Treatment goal  Cure (NED)  Maximum tumor 
shrinkage 
Clinically relevant 
tumor shrinkage 
Disease control 
Slow tumor 
progression  
Tumor shrinkage less 
relevant 
Tolerability most 
relevant 
Treatment intensity  Surgery  Intensive treatment 
approach; upfront 
most active 
combination rwgimwn 
Intensive treatment 
approach; upfront 
most active 
combination rwgimwn 
Less intensive 
treatmen approach 
(single agent or 
doublet with low 
toxicity) 
 
 (Adapted from Van Cutsem et al. Annals of Oncology 2016;27(8):1386–422) 
 
Indeed,  two  clinically  relevant  categories  are evolving  for  the  systemic  treatment of  ‘fit’ 
patients with CRC whose metastatic disease is not resectable at presentation:  
1)  Those  for  whom  intensive  treatment  is  appropriate  with  the  goal  of  cytoreduction 
(tumor  shrinkage)  and  conversion  to  resectable  disease  (Esmo 1  group) or  those who need 
intensive treatment, although they will never make it to resection or local ablative treatment, 
since  they  need  a  rapid  reduction  in  tumor  burden  because  of  impending  clinical  threat, 
impending organ dysfunction or severe symptoms (Esmo 2 group). 
2)  Those  for  whom  intensive  treatment  is  not  necessary  and where  the  goal  is  disease 
control (Esmo 3 group). 
Table 5. Historical ESMO groups for treatment stratification of fit patients with mCRC 
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For patients in both categories, knowledge of the RAS and BRAF mutational status of their 
disease is used to further refine treatment strategies (Table 4). 
Systemic therapy options for metastatic colorectal cancer 
For  decades,  5‐FU was  the  sole  active  agent.  This  has  changed markedly  since  the  year 
2000  to  2016,  with  the  approval  of  irinotecan,  oxaliplatin,  bevacizumab,  cetuximab, 
panitumumab, aflibercept, regorafenib and TAS‐102 (Figure 7).56 The best way to combine and 
sequence these agents is still not established. 
 
First‐line therapy 
The typical first‐line chemotherapy backbone comprises combination chemotherapy with a 
fluoropyrimidine  plus  oxaliplatin  or  irinotecan  (FOLFOX  or  FOLFIRI).  This  provides  higher 
response  rate,  better OS  and progression‐free  and  than a  fluoropyrimidine alone.  Infusional 
regimens  of  leucovorin/5‐FU  are  generally  less  toxic  than  bolus  regimens  and  in  preference 
should  be  used.  The  oral  fluoropyrimidine  capecitabine  can  be  used  as  an  alternative  to  5‐
FU/leucovorin  alone  57  and  in  combination  with  oxaliplatin.  Capecitabine  is  less  frequently 
used  in  combination  with  irinotecan  due  to  early  concerns  that  it  was  more  toxic  than 
FOLFIRI.58 However, the results are controversial.59  
The  monoclonal  antibodies  bevacizumab,  an  anti‐vascular  endothelial  growth  factor 
receptor  (anti‐VEGFR),  and  cetuximab  and  panitumumab,  anti‐epithelial  growth  factor 
receptor (anti‐EGFR) have been shown to improve the clinical outcome of patients with mCRC 
when combined with combination chemotherapy regimens (FOLFOX, FOLFIRI or CAPOX) in the 
first‐line  setting.60  61  This  combination of  chemotherapy and monoclonal  antibodies,  if  there 
are no contraindications, is the treatment of choice for patients with mCRC in the first line. The 
RAS mutational  status  determines whether  a  patient  benefit  or  not  of  anti‐EGFR  therapies, 
because  is  a  biomarker  for  therapy  resistance.  Thus, mCRC with  RAS mutated  are  going  to 
receive  the  combination  chemotherapy with  bevacizumab.  For  patients with  RAS wild‐type, 
currently, there is no evidence for the superiority of one class of biological over another (EGFR 
antibody therapies versus bevacizumab) in the first‐line treatment. However, the combination 
Figure 7. Systemic therapy options for mCRC
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of  chemotherapy with an EGFR antibody  led  to an  improved  response  rate  in both phase  III 
trials  (FIRE  3  study  and  CALGB)  and  to  an  improved OS  in  the  FIRE  3  study,  but  not  in  the 
CALGB  study.  About  PFS,  it  was  identical  for  bevacizumab‐  and  cetuximab‐containing 
combinations in both phase III studies.62 63  
The triplet combination chemotherapy regimen FOLFOXIRI has been demonstrated to be 
superior to FOLFIRI in selected patients.64 FOLFOXIRI plus bevacizumab has also been shown to 
be  superior  to  FOLFOX6  plus  bevacizumab  and  FOLFIRI  plus  bevacizumab  with  more  toxic 
effects.65 66 However, the superiority of the cytotoxic triplet over a cytotoxic doublet has not 
been  demonstrated  in  all  studies67  and  the  contribution  of  bevacizumab  in  the  triplet 
combination  is also uncertain. Thus,  the  therapy options  for patients with mCRC  in  the  first‐
line setting are for most patients a cytotoxic doublet such as FOLFOX, FOLFIRI or CAPOX and, in 
very selected patients the cytotoxic triplet FOLFOXIRI or fluoropyrimidine monotherapy (those 
monotherapy  patients,  in  selected  patients  with  asymptomatic  primarily  unresectable 
metastases  that  are  likely  to  be  eligible  for  multiple  lines  of  treatment  and  who  are  not 
candidates for a combination chemotherapy). 
Historically,  continuing  patients  on  chemotherapy  until  unacceptable  toxicity  or  disease 
progression has  been  routine  in  clinical  trials. However,  clinical  trials  using  this  approach  as 
well  as  clinical  observations  made  during  routine  practice  have  indicated  the  dangers  of 
continuing cytotoxic therapy, specifically oxaliplatin‐containing therapy, as cumulative toxicity 
often  occurs  before  clinical  progression.  As  a  result,  discontinuation  and/or  intermittent 
combination  chemotherapy/maintenance  strategies  have  been  investigated  in  a  number  of 
clinical trials with the result that these approaches provide an attractive treatment option for 
patients with a response or stable disease. In this context individualization and discussion with 
the patient is essential.  
Second‐line therapy 
Second‐line  therapy  describes  the  therapy  received  from  the  time  that  the  first‐line 
chemotherapy  backbone  has  to  be  changed,  mostly  after  failure  of  a  first‐line  strategy. 
Second‐line  therapy  is  normally  proposed  for  patients  with  good  performance  status  and 
adequate  organ  function,  and  is  dependent  on  the  first‐line  therapy  choice.  Second‐line 
therapy with oxaliplatin and irinotecan is known to be superior to best supportive care and 5‐
FU.   
In  patients  in  whom  the  initial  chemotherapy  backbone  has  failed,  the  chemotherapy 
backbone  should be  changed.  Patients who  receive  FOLFIRI  up  front  should  receive  FOLFOX 
and  those  patients  who  receive  FOLFOX  up  front  should  receive  an  irinotecan‐containing 
regimen, preferably  FOLFIRI, with early evidence of  the efficacy of  this  strategy provided by 
the trial of Tournigand et al.68  
If bevacizumab was not used as the biological first line, it should be considered in second 
line, as FOLFOX plus bevacizumab was shown to improve OS compared with FOLFOX alone in a 
phase  III  trial  and  confirmed  in  subsequent  studies.69  70 Data  from  the  randomized phase  III 
TML  study,69  and  from  the  BEBYP  study,71  showed  continuation  of  bevacizumab  treatment 
with  second‐line  chemotherapy  to  benefit  patients  previously  treated  with  bevacizumab, 
suggesting  that  patients  treated  first  line  with  bevacizumab  can  benefit  from  subsequent 
therapies that target VEGF. The anti‐angiogenic fusion protein aflibercept has been shown to 
confer  a  survival  advantage when  added  to  FOLFIRI  in  patients  previously  progressing  on  a 
prior oxaliplatin‐ containing regimen compared with FOLFIRI plus placebo.72 A benefit has also 
been  reported  for  patients  treated  with  aflibercept  who  had  received  prior  bevacizumab 
therapy.73  Recently,  a  similar  OS  benefit  has  been  reported  for  the  anti‐VEGFR2  antibody 
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ramucirumab, also  in  combination with FOLFIRI,  as  second‐line  treatment  following  first‐line 
treatment with a fluoropyrimidine, oxaliplatin and bevacizumab.73  
Both  EGFR  antibodies,  cetuximab  and  panitumumab,  have  been  shown  to  increase 
response rate and PFS, but not OS when combined with  irinotecan‐containing therapy  in the 
second‐line treatment setting74 and can be considered if not used previously in the treatment 
of patients with RAS wild‐type disease. However, generally,  there  is a similar relative benefit 
when cetuximab (and panitumumab) is used in later lines compared with second line. 
No  randomized  phase  III  studies  have  been  carried  out  which  compare  the  different 
biologicals available, for patients that progress on a first‐line bevacizumab‐containing regimen. 
Third‐line therapy 
Both cetuximab and panitumumab have  shown efficacy  in  the  third‐line/salvage‐therapy 
setting in patients with RAS wild‐ type tumors75 76 and are equally active as single agents.77 The 
combination of cetuximab with  irinotecan  is more active than cetuximab alone,  in  irinotecan 
refractory patients. Any activity  in patients with BRAF‐mutant tumors seems to be limited to 
patients  with  chemorefractory  mCRC.78  There  is  no  unequivocal  evidence  to  support 
administration of the alternative EGFR antibody, if a patient is refractory to the other.  
The multi‐targeted kinase  inhibitor  regorafenib has  reported activity versus placebo plus 
best  supportive  care  in  two  phase  III  trials.79  80  Regorafenib  has  demonstrated  a  significant 
improvement in OS in patients pre‐treated with all available cytotoxics and bevacizumab and 
EGFR antibodies, so it can be proposed as a standard treatment in this setting. However, some 
concerns over safety have raised some doubt as to whether the labeled dose (160 mg/day day 
1–21 q4 weeks) is the optimal dose. In reality, it seems that in some regions many physicians 
start  with  a  lower  dose  and  then  increase  the  dose  to  the  approved  dose  if  no  toxicity  is 
observed. Frequent and close monitoring for regorafenib toxicity is recommended.  
Recently, an oral agent that combines trifluridine and tipiracil hydrochloride (TAS‐102) has 
been  shown  to be effective  in  the  treatment of patients with  refractory mCRC,  leading  to a 
significant survival benefit that is similar to that of regorafenib, but with limited toxicity and is 
therefore a potential new option.81  
Prognostic  and  predictive  factors:  the  need  of  robust  biomarkers  to  personalized 
colorectal cancer therapies 
Biomarkers  can  be  diagnostic,  predictive  or  prognostic.  Ideally,  a  biomarker  should  only 
serve one of these purposes, but there are good and clinically relevant examples of prognostic 
biomarkers  that  predict  a  response  to  a  specific  therapy,  for  example,  human  epidermal 
growth  factor  receptor 2  (HER2)  in breast  cancer  54  and BRAF  (strongly prognostic  and,  to a 
lesser extent, predictive) in CRC.82  
The best way to combine and sequence all the agents mentioned before for the treatment 
of mCRC is still not fully established. The introduction of biological therapy and chemotherapy 
combination has provided significant advances in survival as mentioned before. However, not 
all patients benefit  from such  therapies. Some patients do not obtain any benefit and suffer 
unnecessary  side effects while others  initially  benefit  but  develop  secondary  resistance.83  In 
this  context,  it  is  increasingly  being  realized  that  biomarkers  for  CCR  management  are 
necessary. 
Thus, because only a subset of patients responds to each therapy and also to better define 
treatment strategies and follow up of patients with CRC, it  is a priority to identify markers of 
prognosis  and markers of  response and  resistance  to  therapy.  Furthermore,  considering  the 
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high cost of these therapies and the management of CRC predictive and prognosis markers are 
not only a clinical necessity but are also an economic requirement.84  
Currently, the biomarkers described for CRC are the following: 
RAS mutational status 
The  cumulative  data  from  clinical  trials  like  the  PRIME,  OPUS,  CRYSTAL,  FIRE‐3  and  the 
phase III 20020408 trial, clearly show that patients whose tumors harbor any RAS mutation are 
unlikely to benefit from EGFR antibody therapy. The presence of a RAS mutation, according to 
expanded RAS analysis, which  include at  least KRAS exons 2, 3 and 4 (codons 12, 13, 59, 61, 
117  and  146)  and  NRAS  exons  2,  3  and  4  (codons  12,  13,  59,  61  and  117)  is  as  a  negative 
predictive  marker  of  treatment  outcome  in  patients  with  mCRC  who  might  be  under 
consideration for EGFR monoclonal antibody therapy.54 62 85 86 
Thus,  cetuximab  and  panitumumab  should  only  be  considered  for  the  treatment  of 
patients  with  RAS  wild‐type mCRC  and  expanded  RAS  analyses  should  be  conducted  on  all 
patients being considered for EGFR antibody therapy.54  
BRAF mutations status 
BRAF, nearly always V600E mutations, are found in between 8% ‐ 12% of mCRC included in 
clinical trials and are almost exclusively with RAS mutations.87  
BRAF  mutations  are  a  significant  negative  prognostic  marker  for  patients  with  mCRC. 
Median survival for patients with BRAF‐mutant mCRC resulted in 10.4 months compared with 
34.7 months for patients with BRAF wild‐type tumors in a clinical trial reported by Tran et al. 
This  poor  prognosis  for  patients  with  BRAF‐mutant  tumors  is  confirmed  by  a  number  of 
randomized studies with specific chemotherapy regimens.62 75 85 86  
The  evidence  of  BRAF mutations  as  a  negative  predictive  biomarker  for  EGFR  antibody 
therapy  in  later  lines  is  accumulating.78  88  However,  its  role  in  earlier  lines  in  combination 
studies  with  chemotherapy  has  not  been  ascertained.75  Indeed,  two  meta‐analyses89  90 
reported  the efficacy benefit  of  EGFR  antibody  therapies  to  be  greater  in  patients with RAS 
wild‐type/BRAF wild‐type  tumors  than  in  those with  RAS wild‐type/BRAF‐mutant  tumors.  In 
the meta‐analysis that included two trials involving chemorefractory patients and two second‐
line  trials,  the  lack  of  a  significant  efficacy  benefit  by  anti‐EGFR  treatments  over  standard 
chemotherapy alone  in CRC BRAF‐mutant tumors was considered to support  the assessment 
of  tumor  BRAF  mutation  status  before  the  initiation  of  anti‐EGFR  therapy.  Conversely, 
researches  of  the  second  meta‐analysis  showed  that  there  was  not  enough  evidence  to 
exclude  anti‐EGFR  treatments  from  patients  with  RAS wild  type  and  BRAF‐ mutant  disease. 
Importantly,  in a small analysis of  the TRIBE study,  the subgroup of CRC patients with BRAF‐
mutant tumors treated with the chemotherapy triplet FOLFOXIRI plus bevacizumab showed a 
non‐statistically  significant  increase  in  OS  compared  with  those  treated  with  FOLFIRI  plus 
bevacizumab.91  
MSI status 
In patients with localized CRCs, tumors that are MSI‐H are associated with longer survival 
than  either  MSI‐low  or  microsatellite‐stable  tumors.92  In  addition  to  the  better  prognosis 
afforded by the presence of MMR deficiency in an individual tumor, the bulk of available data 
support  that  adjuvant  5‐FU  based  chemotherapy  is  less  beneficial  for  patients  with  MSI‐
positive tumors.93  
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The prognostic influence of microsatellite instability  is less clear in patients with mCRC, a 
population  in which  the  prevalence  of MSI‐H  disease  is  low  (approximately  3.5  percent).  At 
least one report suggests an adverse influence of microsatellite instability on prognosis in this 
setting, a finding attributed, at least in part, to the higher frequency of BRAF mutations in this 
population.94  
Furthermore,  emerging  data  have  shown MMR  status  to  predict  the  clinical  benefit  of 
immune  check‐  point  blockade  with  pembrolizumab  in  patients  with  mCRC.  The  immune‐
related objective response rate and immune‐related 6‐month PFS rate were 40% (4 out of 10 
patients) and 78% (7 out of 9 patients), respectively, for patients with MMR deficiency CRC and 
0% and 11% for those with MMR‐proficient CRC, with excellent median PFS and survival (not 
reached) in the cohort with MMR deficiency CRCs versus 2.2 and 5.0 months, respectively, in 
the cohort with MMR‐proficient tumors.95  
Emerging biomarkers  
Beyond  MMR  status,  RAS  and  BRAF  mutational  status,  a  list  of  biomarkers  status  is 
emerging which may  impact  on  the management  of  CRC  and  the  response  to  all  classes  of 
targeted  therapies. The  independent  influence of  those biomarkers  to use  in  clinical  routine 
remains  unproven.  Variability  in  assay methodology,  conflicting  results  from  various  studies 
examining the same factor, and the prevalence of multiple small studies that lack statistically 
robust, multivariate analyses all contribute to the lack of conclusive data. 96‐97 
Protein phosphatase 2A (PP2A) 
Relevance of phosphatases in cancer development 
In  normal  cells,  phosphoregulation  is  under  the  control  of  protein  kinases  and 
phosphatases. Thus, a correct balance between kinase and phosphatase activities is essential 
in maintaining cell homeostasis and to prevent cancer progression.98  
Alterations  affecting  kinase  activity  have  been  shown  to  be  recurrent  in  many  cancers. 
Furthermore,  treatments  using  kinase  inhibitors  have progressively  been  investigated  in  the 
last decade. However, the role of phosphatases remains in comparison underexplored. While 
aberrant global phosphorylation derived by the activation of protein kinases leads to aberrant 
activation  of  signaling  pathways  linked  to  neoplastic  transformation,  protein  phosphatases 
invest  a  major  role  in  negatively  regulating  such  molecular  networks.  Indeed,  the  loss  of 
function of different tumor suppressor phosphatases has been detected in many cancers.36 
The first phosphatase described as such was PTEN, a dual‐specificity phosphatase that has 
been found genetically or functionally inactivated in glioblastomas, prostate and breast cancer, 
endometrial  neoplasms  and  hematological  malignancies.99  PTEN  functions  by  inducing 
apoptosis and/or and inhibiting cell growth, adhesion and migration.100 
PP2A structure 
PP2A  represents  a  major  serine/threonine  phosphatase  that  together  with  protein 
phosphatase  1,  accounts  for  over  90%  of  all  serine/threonine  phosphatase  activity  in  the 
cell.101 PP2A is not a single entity but a heterotrimeric complex consisting of a scaffold PP2A‐A 
subunit, a catalytic PP2A‐C subunit and a regulatory PP2A‐B subunit that determines both the 
specific substrate and the localization of the holoenzyme. Two isoforms have been described 
for  PP2A‐A  and  PP2A‐C  and  at  least  26  isoforms  for  PP2A‐B  which  are  classified  within  4 
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families.  Therefore,  PP2A  can  form a  high number of  different  complexes  that  interact with 
many different substrates (Figure 8). 
 
Figure 8. PP2A heterotrimeric complex 
 
 
 
Typically,  the  catalytic  subunit  (PP2A‐C)  interacts with  the  structural  or  scaffold  subunit 
(PP2A‐A)  making  up  the  core  of  the  enzyme.  The  association  with  a  wide  variety  of  B 
regulatory  subunits  to  the  core  enzyme  results  in  the  formation  of  heterotrimeric  PP2A 
holoenzyme complexes with diverse specificities and functions (Figure 9).  
 
Figure 9. PP2A assembly 
 
 (Adapted from Xu Y et al, Cell 2006;127(6):1239–51) 
The  catalytic  subunit  (PP2A‐C):  It  has  a  large  conserved domain  that  forms  a  bimetallic 
active  site  for  phosphorester  hydrolysis.  It  targets  phosphate  groups  on  either  serine  or 
threonine  residues  and  under  some  conditions  harbors  activity  towards  phosphorylated 
tyrosine. PP2A catalytic activity is encoded by two distinct ubiquitously expressed genes,101 the 
Cα and the Cβ subunits. Both are 35 kDa in size and share 97% sequence identity. The levels of 
PP2A‐C are tightly regulated in the cell at the translational or post‐ translational level. Loss of 
Cα in yeast and in mice is lethal102 underscoring the importance of this phosphatase for proper 
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maintenance of cellular homeostasis.  
PP2A‐C  phosphorylation  appears  to  occur  at  either  Tyr307  or  Thr304103  and  as  a 
consecuencue  PP2A  activity  is  reduced  through  several  mechanisms.  For  example, 
phosphorylation  of  Tyr307  inhibits  the  recruitment  of  the  PPP2R2B  and  some  others  PP2A 
regulatory isoforms to the core enzyme.104 Interestingly, this site is regulated by the oncogene 
c‐SRC raising the possibility  that  inhibition of one or all of  these subunits may be one of  the 
requirements  for  c‐SRC  induced  transformation.101  Similarly,  the  C‐terminal  tail  can  be 
phosphorylated at Thr304, which was also shown to inhibit the binding of PR55B family subunits 
but not the other B subunits.101  
The structural subunit  (PP2A‐A): The catalytic subunit  interacts with the PP2A‐C scaffold 
protein at four C‐terminal Huntington/elongation/A‐subunit/TOR (HEAT) repeats.105 Upon the 
formation of the core enzyme the scaffold protein folds in on itself forming a more horseshoe 
shape‐like  structure.106  107  The bending of  the  structural  subunit  allows  the  catalytic  subunit 
unimpeded  access  to  the  PP2A  substrate,  which  is  recruited  to  the  holoenzyme  by  the  B 
regulatory subunit. Two alternative genes, PPP2R1A and PPP2R1B encode the  two flavors of 
the PP2A‐A scaffold protein 101. Most PP2A holoenzymes contain the PPP2R1A isoform, while 
only a small fraction (10%) containing the PPP2R1B isoform. These two alternative transcripts 
differ in their ability to interact with the various regulatory B subunits.108 Interestingly several 
tumor‐specific  mutations  have  been  identified  in  PP2A‐A  which  disrupt  its  ability  to  form 
holoenzymes with specific regulatory subunits. 
The regulatory B subunits (PP2A‐B): To date, 15 genes have been identified in the human 
genome that encode at least 26 different alternative transcripts and splice forms representing 
the B subunits of the PP2A holoenzyme.  
As metioned before, these B subunits can be expressed in a tissue specific manner and are 
proposed to mediate substrate specificity of the PP2A holoenzyme complex.109 110  
While  the  PPP2R1A  scaffold  can  interact  with  all  regulatory  B  subunits,  the  PPP2R1B 
scaffold is unable to interact with the B/PR55 family of B subunits and shows a preference for 
binding to the B”.108 Assuming that there are no significant differences between PPP2CA and 
PPP2CB,  around  30  PP2A  holoenzyme  combinations  are  possible,  taking  into  account  the 
inability  of  PPP2R1B  to  interact  with  the  B/PR55  family  of  B  subunits108  and  not  including 
predicted splice variants. Functionally, the number of holoenzymes might even be lower since 
different  subunits  within  a  family might  be  functionally  redundant  or  expressed  in  a  tissue 
specific  manner  under  different  promoters.  Conversely  it  could  be  higher  since  not  all 
regulatory subunits are necessarily identified.  
The B subunits have been subdivided into four distinct families (Figure 8) which share no 
sequence similarity, apart  from a  few conserved amino acids  that allow  the  interaction with 
the N‐terminal HEAT domains of the PP2A‐A scaffold subunit.111  
According to the subunits we focused  in our research work, we are going to explain two 
out of the four PP2A‐B families: 
PPP2R2A or PR55α: It belows to the B/PR55 family which consists of at least six members, 
transcribed  from  four  different  genes  with  more  variants  likely  to  exist.101  PR55  family 
members  exhibit  both  temporal  and  spatial  expression  patterns112  with  both  PPP2R2A  and 
PPP2R2C  being  expressed  almost  ubiquitously  while  PPP2R2B  and  PPP2R2C  being  highly 
enriched  in  the brain.  The different  PR55  family member proteins  also  show distinct  spatial 
distribution in the cell.113 However, whether this variable localization is a regulatory function of 
these  subunits  or  it  simply  represents  the  location  of  their  binding  partners,  is  unclear. 
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Substrate  regulation  by  B/PR55  family members  appears  to  be  dependent  on  a  number  of 
factors.101 First, substrate binding by the PR55 family members appears to be dependent on a 
stretch of  five degenerate WD40  repeats wich  are  conserved 40  amino acid  sequences  that 
end  with  a  characteristic  tryptophan‐aspartate  that  appears  to  directly  mediate  protein–
protein interactions. Secondly, the PP2Ac subunit of the core enzyme needs to be methylated 
on Leu309 and dephosphorylated at Thr304  for  its  interaction with  the B/PR55  regulatory B 
subunits.  However,  these  PP2Ac  modifications  are  more  likely  to  be  a  consequence  of  the 
spatial distribution of the core enzyme rather than anything else.101  
PPP2R5E or PR61ε: It belongs to the B family of B subunits. The PR61 family of regulatory 
subunits contains eight members represented by five different genes114 showing diverse tissue 
distribution.115 The PR61 family members show distinct spatial distribution inside the cell with 
PPP2R5A, PPP2R5B, and PPP2R5E being expressed  in the cytoplasm, while PPP2R5C subunits 
are expressed in the nucleus.  
PP2A regulation 
Given the complexity of PP2A, the assembly of each specific PP2A complex  is tightly and 
precisely regulated, in part through specific post‐translational modifications.103 Moreover and 
as mentioned  briefly  before,  the  structure  of  PP2A  can  be modulated  by miR  deregulation, 
mutations affecting the structural subunit, methylation, phosphorylation of PP2A‐C at Tyr307 
and  by  alterations  affecting  the  expression  levels  of  PP2A‐B  subunits.  The  phosphorylation 
events  result  in  inactivation  of  PP2A.116  In  addition,  several  factors  bind  to  PP2A  complexes 
and affect  its phosphatase activity.101  Factors  such as  the viral proteins directly  inhibit PP2A 
through  displacement  of  regulatory  subunits  and  similarly,  PP2A  endogenous  inhibitors  are 
able to suppress PP2A activity.117 118 Currently, some specific endogenous inhibitors have been 
reported  in  mammalians  such  as  SET,  CIP2A  and  TIP  (type  2A‐  interacting  protein)  (Figure 
10).119 120 
Figure 10. PP2A regulation 
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PP2A physiological functions 
While most signaling pathways require a cascade of events that are usually carried out by 
activation  of  specific  kinases,  such  signals  are  counteracted  by  a  limited  number  of 
phosphatases.99 PP2A is a phosphatase that functions to reverse the action of kinases in most 
major signaling cascades.  
PP2A has a major role in the maintenance of normal cell division.121 Indeed, PP2A controls 
the  G1/S  transition.  PP2A  also  positively  regulates mitotic  exit  through  inactivation  of  Cdk1 
and it is also involved in the negative regulation of cell survival and proliferation.99 Moreover, 
specific PP2A complexes inhibit anti‐apoptotic and mitogenic signals by dephosphorylating and 
inactivating MEK1 and ERK‐family kinases, decreasing the stability and function of transcription 
factor such as c‐MYC and STAT5.122  
In the same way, PP2A inhibit cap‐dependent translation of oncogenes such as Mcl‐1 and 
c‐MYC  through  indirect  and  direct  dephosphorylation  of  eIF4E  (eukaryotic  initiation  factor 
4E).123 
According to its role as a tumor suppressor, PP2A has pro‐apoptotic activity and the ability 
to negatively regulate  the PI3K/Akt pathway by direct Akt dephosphorylation,  inactivation of 
the antiapoptotic Bcl‐2, and activation of the proapoptotic factors BAD and Bim.99  
Finally, PP2A also has an important role in the regulation of the Wnt pathway and, thus, to 
cell growth and stem cell survival/self‐renewal (Figure 11).101 
 
Figure 11. Physiological functions of PP2A 
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 (Adapted from Perroti D and Neviani P, Lancet Oncol 2013;14(6):229–38) 
PP2A in cancer  
The potential role of PP2A in cancer was reported two decades ago when it was published 
that  okadaic  acid,  a  PP2A  selective  inhibitor  had  important  tumor‐promoting  activity.101 
Similarly,  it was  found  that  several  tumor‐promoting  viruses  are  capable of  displacing  the B 
regulatory subunits from the core enzyme.124 The alteration of PP2A by viral proteins leads to 
the deregulation of similar pathways found disturbed by okadaic acid.  
Acummulating  evidence  established  the  important  role  of  PP2A  as  a  tumor  suppressor 
gene. Based on the complexity of PP2A function, structure and regulation,  it  is clear that the 
role of PP2A as tumor suppressor may be largely cell context and subunit dependent. Thus, the 
loss  of  a  specific  PP2A  activity  by  many  different  mechanisms,  represent  a  major  event 
contributing to cancer development and progression.125  
Between  the  mechanisms  that  cancer  cells  use  to  inhibit  PP2A  activity  are  the 
downregulation  of  several  PP2A  subunits,  the  presence  of  mutations  or  genetic  alterations 
affecting some subunits,  the deregulation of some miRs, the phosphorylation or methylation 
of  the  catalytic  subunit  (Figure  10  and  Figure  12)  and  the  activation  of  several  PP2A 
endogenous inhibitors.99 
Figure 12. Post‐traslational modification of PP2A 
 
 
 (Adapted from Sangodkar J et al, FEBS J 2016;283(6):1004–24) 
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Moreover,  PP2A  has  been  reported  as  an  important  regulator  of  several  signaling 
pathways related to cancer such as MAPK (Figure 13).101 
PP2A and MAPK signaling pathway: Upon stimulation RAS promotes binding of PPP2R2A 
to  KSR1  and  RAF  leading  to  the  dephosphorylation  of  Ser392  and  Ser295,  respectively.  This 
results  in the  loss of 14‐3‐3  inhibition and the subsequent recruitment of RAF to the plasma 
membrane  facilitating  the RAS/RAF  interaction.  Similarly,  PPP2R2A  can dephosphorylate  key 
inhibitory  14‐3‐3  sites  on  KSR1  allowing  KSR1  to  act  as  a  scaffold  protein  permitting  the 
activation  the  signaling  cascade.  RAF  can  also  be  dephosphorylated  at  Ser295  by  PPP2R2D 
leading  to  downstream  ERK  activation.101  In  contrast,  PP2A  can  negatively  regulate  MAPK 
signaling by inhibiting the kinase activity of c‐SRC.104 c‐SRC activates RAF independently of RAS 
leading to ERK activation. Furthermore, ERK can be directly dephosphorylated by PPP2R2B and 
PPP2R2D resulting in decreased ERK activation (Figure 13).126 
Furthermore,  loss  of  PP2A  activity  has  been  described  in  many  types  of  cancer.  For 
example,  expression  of  one  of  the  PP2A  regulatory  subunit  was  reduced  in  melanomas.127 
Similarly, PPP2R2A protein expression was inhibited in a large cohort of AML patient and this 
correlated with a loss of complete hematologic remission.128 Interestingly PPP2R2A was found 
deleted in a subset of luminal B breast cancers.129 The scaffold PPP2R1A has also been found 
altered in numerous malignancies. Mutations of the PPP2R1B isoform have been detected in 
15% of  primary  lung  tumors,  6% of  lung  tumor‐derived  cell  lines,  15% of  primary  colorectal 
carcinomas,  and  13% of  breast  cancers.101  Loss  of  heterozygosity  at  the  PPP2R1B  locus was 
detected  in  breast,  ovary,  cervix,  stomach, bladder  carcinomas and melanoma and aberrant 
transcripts were found in 29% of HCC130 and furthermore, PPP2R1B alternative splicing or gene 
deletion were associated with reduced PP2A activity in aggressive B‐CLL.131 Similarly, PPP2R1A 
alterations were detected in 9.1% of type I ovarian tumors; 6.7% of type I uterine carcinomas; 
19.2%  of  type  II  uterine  (serous)  carcinomas;  and,  43%  of  primary  human  gliomas.132 
Figure 13. PP2A and MAPK pathway 
 
 
(Adapted from Eichhorn et al, Biochim Biophys Acta 2009;1795(1):1–15) 
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Phosphorylation of PP2A‐C (catalytic subunit) at Y307 has been described as a molecular PP2A‐
inactivating mechanism with relevance in chronic and acute leukemias.99 133  
Like  those  examples,  other  cancers  including  both  hematological malignancies  and  solid 
tumors have been correlated with the loss of PP2A activity (Table 6).126 
 
Table 6. PP2A subunit alterations and malignancies 
 
Subunit  Gene  Disease 
A  PPP2R1A  Breast, lung, melanoma, ovarian, endometrial, uterine, colon 
Breast 
Glioma 
A  PPP2R1B  Breast, colon, lung 
Breast 
Breast, lung, ovarian, cervical, melanoma, NHL, CLL 
AML 
HCC, B‐CLL 
B  PPP2R2A  Breast, prostate, mieloma 
AML 
B  PPP2R2B  Breast. 
B  PPP2R2C  Breast, prostate 
B′  PPP2R5A  Melanoma 
B′  PPP2R5C  Melanoma 
Lung 
B′  PPP2R5E  Soft tissue sarcoma 
C  PPP2CA  AML, prostate 
However,  before  the  research works  concerning  the  present  doctorate  thesis,  little  had 
been explored about the relevance of  the  loss of PP2A activity  in CRC.  In  this  regard, before 
year  2012,  only  a  few  investigations  were  done  looking  for  PP2A  role  in  CRC.  The  little 
evidence about the role of PP2A in CRC was for the article published by Yuan Q et al134 which 
suggest  that  decreased  expression  of  PP2A  in  CRC  cell  lines  may  play  a  role  in  CRC 
pathogenesis. Also, Junttila et all in 2009119 reported that the loss of activity of PP2A via CIP2A 
was related to human malignancies including CRC and showed biochemical evidence that PP2A 
is an important regulator of Wnt/beta‐catenin pathway activity in these CRC cells.135 
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Oncoprotein SET: an endogenous PP2A inhibitor 
SET structure and regulation 
SET  oncoprotein  also  named  I2PP2A,  inhibitor  2  of  PP2A,  is  transcribed  from  the  SET 
nuclear proto‐oncogene  (TAF‐1β/I2PP2A).  It  is  a 39‐kDa phosphoprotein widely expressed  in 
human  tissues  and  found  predominantly  in  the  cell  nuclei,  although  it  has  been  also  found 
associated to the endoplasmic reticulum.136 
SET is a binding partner of PP2A with inhibitory function (Figure 10). It was identified as an 
oncogene found fused to CAN in t (6; 9) acute undifferentiated non‐lymphocytic leukemia and 
also  fused with  the nucleoporin Nup‐214a  in  adult  and pediatric  T‐ALL patients  carrying  the 
cryptic and recurrent deletion del(9)(q34.11q34.13).137 138 
 SET can be modulated for transcription factors and miRs. For  instance,  the  transcription 
factor EVI‐1 and the miR‐199b‐5p have been described to regulate SET expression in AML and 
choriocarcinoma.125 139  
SET physiological functions 
SET  protein  has  multiple  cellular  functions  including  control  of  cell  cycle,136  140  gene 
transcription,141  apoptosis,  cell  migration142  and  epigenetic  regulation  such  as  chromatin 
remodelation.143  
As  mentioned  before,  SET  oncoprotein,  is  a  potent  physiologic  inhibitor  of  PP2A.101 
Physiologically,  SET  protein  directly  binds  with  PP2A‐C  and  inhibits  PP2A  phosphatase 
activity.143 144 
SET is also able to suppress the DNase activity of NM23‐H1 tumor suppressor, deregulates 
AKT  signaling,  negatively  regulates  p53  acetylation  repressing  its  activity,  increase  AP‐1 
activity,  activate  MAPK  signaling,  and  regulate  granzyme  B  and  interferon‐γ  production  in 
human natural killer cells.145‐146 Importantly, SET is also able to control c‐MYC.147 
SET in cancer 
SET plays an oncogenic role modulating signaling pathways with high relevance in human 
cancer.  Furthermore,  SET expression  is high  in  rapidly dividing  cells,  but  low  in quiescent or 
contact‐inhibited  cells,  indicating  a  potential  selectivity  for  SET  expression  levels  and  cell 
growth potential.148 SET also forms an inhibitory complex with NM23‐H1,149 whose expression 
level is inversely related to the metastatic potential of a cancer cell. Finally, SET overexpression 
is able to induce c‐Jun and AP‐1 activities thereby contributing to the malignant phenotype.150 
This  protein  has been  correlated with  the pathogenesis  of  several  cancers:  SET  is  highly 
expressed in Wilms’ tumors148 and can contribute to liver carcinogenesis.151 Moreover, several 
studies  showed  that  SET  was  up‐regulated  in  ALM,125  head  and  neck  squamous  cell 
carcinoma,152 and breast cancer.153‐154 SET was also overexpressed in BCR‐ABL1+ leukemias and 
interestingly overexpression of SET is a poor prognostic factor  in AML patients,  in primary B‐
CLL cells, and B‐cell non‐Hodgkin lymphoma cell lines.117  
 It has been reported that the antitumor effects showed by the PP2A activator FTY720 are 
mediated by SET in lung cancer.155 Indeed, FTY720 (Fingolimod/Gilenya®), originally approved 
for  its use  in multiple  sclerosis by Novartis, activates PP2A via  inhibition of SET. FTY720 was 
derived  from  a  fungal  metabolite  and  acts  as  an  immunosuppressant  by  modulating  the 
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sphingosine‐1‐  phosphate  receptor.  FTY720 exerts  antitumor  activity  in  breast, HCC,  glioma, 
and multiple myeloma models. Specifically in chronic myeloid leukemia activation of PP2A by 
FTY720  induces  apoptosis  through  the  inactivation  of  BCR‐ABL1  and  negative  regulation  of 
several survival factors including ERK.126  
Before  our  research  work,  little  was  known  about  the  role  of  SET  in  CRC,  the  clinical 
potential as a biomarker and the biological effect of its overexpression.  
MicroRNAs: What are they and why are they important? 
Since  the  identification  of  miRs  in  1993,  and  the  subsequent  discovery  of  their  highly 
conserved nature  in 2000, the amount of research into their function—particularly how they 
contribute  to  malignancy—has  greatly  increased  (Figure  16).  MiRs  are  19‐24  sequences  of 
nucleotides (nt) long and serve as major regulators of gene expression through their ability to 
bind and post‐transcriptionally mediate the expression of targeted messenger RNAs.156  
MiRs are translated by polymerase II (or less frequently polymerase III) to form pri‐miRNA, 
composed  of  hundreds  of  nt,  including  a  33  bp  stem  and  a  terminal  loop  structure  with 
flanking  segments.  Next,  pri‐miRNA  is  transformed  into  pre‐miRNA  by  a  protein  complex 
including Drosha to generate a 60–70 nt  long hairpin RNA with 2 nt overhangs at  its 3′‐end. 
Pre‐miRNA is then transported by exportin‐5 from the nucleus to the cytoplasm, and combines 
with  Dicer.  The miRNA  duplex  now  contains  the  mature  miR  guide  and  its  complementary 
passenger strand (miR*). Per the widely accepted model, miR* is degraded, although evidence 
suggests miR* may also be functional as well. The single remaining strand integrates into the 
RNA‐  induced  silencing  complex  (RISC),  a  ribonucleoprotein  effector  containing  a  catalytic 
endonuclease  core,  Ago2,  and  binds  the  site  of  3′‐untranslated  regions  (3′‐UTR)  in  target 
mRNA.  In  turn,  the  “seed  region”  (the  5′‐end  region  of mature miR, which  includes  2–8  nt) 
binds the 3′‐UTR of target mRNA (Figure 14).157  
 
According  to  the  match  level,  the  target  mRNA  will  be  degraded  or  blocked  but  not 
decreasing its expression level. Most animal miRs are imperfectly complementary, resulting in 
translation  inhibition  of  target  mRNA  rather  than  full  blockage.157  Thus,  it  is  important  to 
Figure 14. MiR processing pathway 
 
(Y Xuan et al Cancer Letter 2015;360(2):89–105) 
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realize that the miRs dependent regulation of gene function may vary from an “on/off switch” 
to much milder changes in expression levels.  
To date, thousands of miR precursors (pre‐miRs) and mature miRs have been identified.158 
This issue is based on the fact that each miR can regulate dozens or even hundreds of genes, 
affecting the activity of entire pathways and networks. On the other hand, one gene is often 
regulated by several different miRs and can have up to 50 miR binding sites.31 Indeed, miRs are 
predicted to regulate approximately 60% of the human genes.158 
MicroRNAs and cancer 
According with their function, miRs are particularly influential in pathologic processes like 
proliferation,  differentiation,  apoptosis,  invasion,  angiogenesis  and  metastasis  via  gene 
expression manipulation.156 
In 2002, the first report about the role of miRs in cancer established that the gene cluster 
containing the miRs miR‐15 and miR‐16 is deleted in most people with CLL.159 Further studies 
have  shown  that miR‐15  and miR‐16  act  as  tumour  suppressors  by  targeting  the  oncogene 
BCL2, which encodes a protein involved in cell survival.160 MiRs relevance in tumoregenis and 
their  potential  clinical  impact  have  been  progressively  growing.  In  fact,  in  2014,  started  the 
first phase I clinical trial that use miRs as a tool for cancer therapeutics (Figure 15).161 
 
Figure 15. Milestones in miRs discovery realted to cancer 
 
 (Cekaite et al, Oncotarget 2016;7(6):6476–505) 
 
They can act as tumor suppressor or oncogenes depending on their target mRNA.156 Thus, 
upregulation  of  oncogenic  miRs  reduces  expression  of  tumor‐suppressor  protein,  but 
downregulation  of  tumor  suppressor  miRs  results  in  an  increased  production  of  oncogenic 
proteins.  Loss‐of‐function mutations  in  oncogenic  miRs  and mutations  in  tumor  suppressor 
mRNA  would  increase  expression  of  tumor‐suppressor  proteins  and  hence  reduce 
tumorigenesis (Figure 16). 
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Figure 16. Regulation of tumorigenesis by miRNAs 
 
 (Kong et al, Lancet Oncol 2012;13(6):249‐58) 
Modulation of miR expression is thought to be an important mechanism by which tumor 
suppressor  proteins  and  oncoproteins  exert  some  of  their  effects.  For  instance,  the  proto‐
oncogene  c‐MYC  transcriptionally  activates  the  miR‐17‐92  cluster.162  c‐MYC  also  represses 
transcription  of many  tumour‐suppressor miRNAs,  including  the  let‐7  family.163  In  the  same 
way, reduced expression of let‐7 miRs is recorded in many cancers,161 and correlates with poor 
survival.  The  let‐7  family  targets  the  enzyme  RAS,  which  is  involved  in  cell  growth, 
differentiation, and survival.164 Moreover, the tumour suppressor P53 transcriptionally induces 
the miR‐34  family  in  response  to DNA damage and  loss of miR‐34a expression  is  associated 
with metastasis and recurrence of prostate cancer165 and expression of miR‐34b and miR‐34c is 
lost through deletion or hypermethylation, or is downregulated, in 90% of CRCs.166  
However, gene regulation is not the only way in which miRs are implicated in malignancies. 
Mutations of miRs binding sites in the 3’untranslated region (UTR) of oncogenes are correlated 
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with an increased risk of cancer. For example, a single nucleotide poly‐morphism in the 3’UTR 
of the KRAS oncogene significantly increases risk of non‐small‐cell lung cancer.167  
MiRs  can  also  control  the  activity  of  cancer  stem  cells.  Some miRs  involved  in  stem‐cell 
regulation  are  miR‐296,  miR‐134,  miR‐470,  and  the  miR‐34  family,  which  targets  genes 
essential for pluripotency and stem‐cell function as, Oct4, NANOG, SOX2, NOTCH, and BCL2.168 
Moreover,  miRs  are  important  controling  angiogenesis.  Promotion  of  angiogenesis  by 
tumours  necessitates  activation  of  proliferation  and migration  pathways  in  vascular  smooth 
muscle  cells.  For  instance,  in  nasopharyngeal  carcinoma  cells,  the  miR‐15a/16‐1  cluster 
regulates angiogenesis by targeting the angiogenic factors VEGFA and MET.169  
Apart  from  being  essential  for  all  the  tumor  related  process  above  mentioned,  miRs 
expression  profiles  are  able  to  classify  human  cancers.  Thus,  miRs  profiling  has  shown 
significantly  different miR profiles  compared with  normal  cells  from  the  same  tissue  (Figure 
17). 
 
Figure 17. MiRs profile in human cancers 
 
 (Adapted from Calin GA et al, Nat Rev Cancer 2006;6(11):857‐66) 
 
MicroRNAs and CRC  
As metioned before, CCR development, progression and therapy response are controlled 
by  genetic  and  epigenetic  events.  Epigenetics  refers  to  the  study  of mechanisms  that  alter 
gene expression without permanently  altering  the DNA sequence. Those epigenetic  changes 
involve histone modification, DNA methylation and non‐coding RNA‐mediated gene silencing 
including miR alterations.31  
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Recent advances in the study of miRs have not only offered a deeper understanding of the 
underlying  mechanisms  of  CRC  carcinogenesis,  but  also  allowed  identification  of  clinically 
relevant putative biomarkers for disease monitoring.156 170 
Several  miRs  have  been  reported  to  participate  during  each  step  of  the  normal‐
adenomatous polyp‐cancer of CRC development (Figure 18). 
 
Figure 18. MiRs and CRC development 
 
 (Faber C et al, Virchows Arch 2009; 454(4):59‐367) 
 
For example, the miR‐17‐92a cluster, miR‐ 143, miR‐135b, and miR‐145 regulate WNT/β‐
Catenin  signaling  pathway,  which  is  involved  in  CRC  initiation.171‐172
 
Moreover,  genes 
associated with the PI3K/AKT and RAS‐MAPK cascades, that drive the transition from early to 
advanced adenoma, are controlled by specific miRs (for instance, RAS‐MAPK by miR‐143, let‐7, 
miR‐21, and miR‐31; and PI3K/AKT by miR‐1, miR‐21 and miR‐ 143).37 173‐174  In the same way, 
p53, frequently inactivated during the evolution from advanced adenoma to adenocarcinoma, 
is controlled by miR‐34a/b/c, miR‐133a, miR‐143, and miR‐145.175 In addition, miR‐21, miR‐155 
and miR‐200 family members regulate the TGF‐ß pathway.156 176 177  
The available data about miRs and CRC is growing quickly. In fact, approximately 450 miRs 
have been associated with CRC, of which twenty account for one third of all miRNA quotations 
in  pubmed.  Of  those,  miRNAs  miR‐21,  miR‐143  and  miR‐145  were  the  most  frequently 
reported, followed by miR‐31, miR‐34a, miR‐200c, miR‐20a and miR‐92a.161 
MiRs as Diagnostic Biomarkers in CRC  
The first systematic and comprehensive miR expression profiling study was conducted by 
Ng and colleagues,178 who evaluated miR expression alterations in tissue and plasma samples 
from CRC patients and healthy subjects. This study revealed that high expression of two miRs, 
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miR‐92a  and  miR‐17‐3p,  could  discriminate  patients  with  CRC  from  healthy  subjects. 
Moreover, this landmark study further reported that the plasma levels of both miRs decreased 
significantly following surgical resection of the primary tumors. Later, their findings have been 
replicated in other studies including CRC patients.31 179  
Furthermore,  miR‐21  is  considered  one  of  the  promising  biomarkers  for  the  early 
detection of CRC owing to the following attributes: dysregulation of miR‐21 occurs frequently 
in  early  stages  of  the  adenoma‐carcinoma  sequence;180  miR‐21  is  one  of  the  most  highly 
expressed  miRNAs  in  CRC;181  and  miR‐21  is  highly  secreted  by  cancer  cells  and  can  be 
measured in exosomes or as free miRNAs in plasma or serum.182 183  
Although  increasing number of miRNAs have been  identified as potential biomarkers  for 
early diagnosis of CRC,179  184  185  it seems unrealistic  that a single miR will adequately capture 
the underlying molecular heterogeneity in colorectal polyps and cancers. Accordingly, several 
studies  have  proposed  combining  miRs  into  a  biomarker  panel  to  improve  the  detection 
accuracy for colorectal neoplasms.186 187  
MiRs as Prognostic Biomarkers in CRC 
In 2008, a study that used a microarray‐based approach to evaluate the expression levels 
of  389 miRNAs  in  84 CRC  and matched normal  colonic  tissues was  performed.180  This  study 
identified and validated 37 differentially expressed miRNAs,  including miR‐20a, miR‐21, miR‐
106a, miR‐181b and miR‐203. A finding of this study was that high expression of miR‐21 in CRC 
patients  is  associated with  poor  survival,  which  has  since  been  independently  confirmed  in 
several  other  reports.182  188  189  Although  several  other  overexpressed  (miR‐10b,  miR‐17‐92a 
cluster, miR‐ 29a, miR‐31, and miR‐182)190 191 and underexpressed miRNAs (miR‐143 and miR‐
124)31  have  been  proposed  to  be  prognostic  biomarkers,  currently  miR‐21  has  the  best 
potential to be a clinically useful miRNA‐based prognostic biomarker in CRC.  
Moreover, Schepeler and colleagues192 found that miR‐320 and miR‐ 498 miR‐ distinguish 
high‐risk from low‐risk stage II patients and correlate with recurrence‐free survival. In addition 
to individual markers, a miR panel has been developed to identify stage II CRC patients with a 
high risk of recurrence. At this research work, the expression of 1849 miRs in 40 paired stage II 
colon  tumors  and  adjacent  normal  mucosa  tissues  was  examined189  resulting  a  miR‐based 
classifier  comprising of miR‐20a‐5p, miR‐21‐5p, miR‐103a‐3p, miR‐  106a‐5p, miR‐143‐5p and 
miR‐215 was developed, which discriminated high risk in stage II CRC patients.  
MiRs as predictive Biomarkers for Response to Treatment in CRC 
Currently, the majority of the results related to miRs role in drug resistance are based on in 
vitro  studies  and  remain  to  be  assessed  in  clinical  sample  sets.  MiRs  shown  to mediate  5‐
fluorouracil  resistance  include miR‐10b, miR‐19b, miR‐20a, miR‐21, miR‐23a, miR‐31, miR‐34, 
miR‐129,  miR‐140,  miR‐145  miR‐192/‐215,  miR‐200  family,  and  miR‐  497.31  MiRs  have  also 
been  identified  that  mediate  irinotecan  resistance  (miR‐21  and  miR‐451)31  and  oxaliplatin 
resistance  (miR‐20a,  miR‐21,  miR‐133a,  miR‐143,  miR‐153,  miR‐203,  and  miR‐1915).31  As 
mentioned  before,  clinical  data  supporting  these  miRNA  biomarkers  as  drug  resistance 
markers are  limited or nonexistent. However, a recent study of tumor tissues collected from 
KRAS  wild‐type  mCRC  patients  treated  with  anti‐EGFR  therapy  identified  miR‐31‐3p  as  a 
negative predictor of PFS.193 
MicroRNA‐199b‐5p 
Human miR‐199b‐5p is located on chromosome 9 and is an intragenic miR encoded in the 
dynamin 1 (DNM1) gene, from the opposite strand in a 2.2 kb intronic region between exons 
14  and  15.  Mature  5p  arm,  encoded  by  hsa‐miR‐199b,  is  evolutionarily  conserved  among 
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several species. Transcription of miR‐199b‐5p is predicted to be independent of its host gene, 
DNM1.194  
It  has  been  reported  that  downregulation  of miR‐199b‐5p  plays  a  central  role  in  cancer 
progression, development of metastasis and poor prognosis in several cancers, including head 
and  neck  cancer,195  breast  cancer,196  prostate  cancer,197  osteosarcoma,198  AML,194  and 
medulloblastoma.199 Thus, miR‐199b‐5p is considered a tumor suppressor miR.  
It  has  been  proposed  as  a  SET  inhibitor  in  choriocarcinoma139  as  well  as  involved  in 
acquired  chemoresistance  in  CML  or  ovarian  cancer.200  201  In  addition,  miR‐199b‐5p  also 
functions  as  a  tumor  suppressor  in  medulloblastoma  through  negative  HES1  regulation,202 
hepatocellular carcinoma and prostate cancer by targeting HIF1α203 203 and breast cancers by 
affecting HER2.204  
In  spite  of  the  accumulating  evidence  highlighting  the  importance  of  miR‐199b‐5p  in 
human cancer, before our study, no study had investigated the role of miR‐199b‐5p in CRC. 
MicroRNA‐31 
The gene encoding miR‐31 is located on chromosome 9p21.205 MiR‐31 is among the most 
frequently  altered microRNAs  in  human  cancers  and  altered  expression  of miR‐31  has  been 
detected in a large variety of tumor types both as a tumor suppressor miR and as a oncogenic 
miR, typically depending on the cancer type.206 That is one issue that makes miR‐31 especially 
interesting among the miRNAs deregulated in cancer. Increased expression of miR‐31 has been 
detected  in  colorectal,  lung  and pancreatic  cancer,  head and neck  squamous  cell  carcinoma 
and osteosarcoma.207  
In CRC, miR‐31 overexpression has been demonstrated in primary tumors across all clinical 
stages as well as in colon cancer cell lines.190 208 209 MiR‐31 plays an important role in regulation 
of cancer cell growth, mobility, and other cancer associated functions. As mentioned before, it 
role as diagnostic, prognostic and predictive biomarker  in CRC  is  increasing and perhaps  the 
most interesting of these is the link to therapy resistance because in colon cancer, inhibition of 
high  endogenous  miR‐31  expression  sensitized  cancer  cells  to  5‐FU210  and  miR‐31 
overexpression  seems  to  predict  lack  of  response  to  EGFR  inhibitors  like  cetuximab.211 
However, before starting the present research work, the role of miR‐31 determining resistance 
to 5‐FU based chemoradiotherapy in LARC had not been explored.  
MiR‐31  has  been  proven  to  regulate  the  expression  of  several  genes  such  as  ATN1  (a 
negative  regulator  of  transcription)  and  RASA1  (a  GTPase  activator)  in  CRC.206  Furthermore, 
one of the groups of validated miR‐31 target genes are those involved in the regulation of cell 
proliferation  and  apoptosis.  Thus,  miR‐31  was  demonstrated  to  act  in  lung  cancer  as  an 
oncogenic miR through targeting PPP2R2A.212 
MicroRNA‐21 
Human miR‐21 is highly conserved among species including human, rat, mouse and frog. It 
is  located  on  chromosome  17q23  overlapping  the  TMEM49  gene. MiR‐21  encodes  a  single 
hairpin  and  is  regulated  by  its  own  promoter  containing  binding  sites  for  AP‐1  and  PU.1 
transcription factors.213 Experimental data has shown that miR‐21 functions in many cell types 
as an anti‐apoptotic and pro‐survival factor and plays a significant role in many cancer biology 
and prognosis.214  
As mentioned previously, miR‐21 is a well studied oncogenic miR with an important role in 
CRC pathogenesis.31 182 215 A number of miR‐21 target genes have been previously identified in 
CRC including PDCD4, RhoB protein and PTEN.216  Also, miR‐21 expression is regulated by the 
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STAT3 and NFkB  transcription  factors, which are both  constitutively activated  in a variety of 
cancers and play critical roles on tumorigenesis.217  
Moreover and as described previously, miR‐21 importance as a non‐invasive biomarker in 
CRC  is  increasing.  Indeed, miR‐21  is probably  the most  relevant biomarker  for diagnosis and 
prognosis reported in CRC. One of the first studies using miRNA expression profiling of primary 
CRC  tissues and  the adjacent normal mucosa  identified miR‐21 as differentially expressed  in 
CRC.31  Later,  validation  studies  in an  independent  set of plasma  samples demonstrated  that 
plasma miR‐21 could be used to discriminate patients with CRC from normal control patients 
with high  sensitivity  (90%) and specificity  (90%).  Furthermore,  the diagnostic and prognostic 
potential  of  serum miR‐21  in  CRC  patients was  addressed  in  another  study, which  revealed 
that  tumor‐derived  circulating miR‐21  expression  not  only  accurately  discriminated  patients 
with  CRC  from  healthy  subjects,  but  allowed  identification  of  patients  with  advanced 
adenomas,  which  are  target  lesions  for  an  ideal  CRC  screening  test.182  This  study  also 
confirmed  the  significant  association  between  lower  miR‐21  expression  in  serum  and  CRC 
tissues  following  curative  resection  of  the  primary  tumor.  Consequently,  several  studies 
confirmed the potential of miR‐21 for use as a single miR biomarker for the early detection of 
CRC.218 
However, before the present research, the role of miR‐21 determining the efficacy of 5‐FU 
based CRT in LARC was not known. 
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RESEARCH HYPOTHESIS AND OBJECTIVES  
Research hypothesis 
CRC is a high prevalent neoplasia characterized by a progressive accumulation of genetic 
and epigenetic  abnormalities  that  led  to  cancer progression. Despite  recent advances  in  the 
molecular  CRC  landscape  with  relevance  on  currently  CRC  clinical  management  and  with  a 
significant impact improving OS, prognosis of stage III and IV CRC is still poor. Furthermore, the 
newest line of molecularly targeted therapeutic agents, appear to only have activity in mCRC 
and do not  cure  the patient, but  they have exponentially  increased  treatment costs and  the 
economic burden of CRC care. Thus, a better understanding of CRC molecular alterations that 
allow  the  finding  of  new  robust  biomarkers  to  guide  CRC  management  and  to  guide  the 
election  of  new molecular  target  therapies  are  clearly  and  urgently  needed  to  improve OS, 
management and quality of life of patients with metastatic or locally advanced CRC.  
PP2A have been progressively considered a key tumor suppressor gene and its inactivation 
has  been  described  as  a  common  event  in  the  cancerous  cells  through  several  molecular 
strategies  such  as  alterations  of  its  endogenous  inhibitors,  phosphorylation  of  the  PP2A‐C, 
alterations affecting any  subunit  and/or miRs deregulation. However, PP2A potential  clinical 
and therapeutic relevance in CRC remains poorly studied.  
Furthermore,  the  standard  of  care  for  LARC  involves  a  multidisciplinary  approach 
consisting  of  neoadjuvant  chemoradiotherapy  based  on  5‐FU  regimens  followed  by  total 
mesorectal  excision  surgery. However,  not  all  the  patients  have  a  good  response  leading  to 
unnecessary toxicities and surgery delays. MiR‐21 and miR‐31 are two of the most significantly 
deregulated miRNAs  in  CRC. Overexpression  of  both  of  them  has  been  associated with  and 
oncogenic role and resistance to 5‐FU in the CRC. Moreover, there is some evidence that miR‐
21  and  miR‐31  could  be  modulating  PP2A  activity.  However,  miR‐21  and  miR‐31  ability  to 
predict  neoadjuvant  CRT  based  of  5‐FU  pathological  response  and  outcome  in  LARC  was  a 
question that remained to be explored. 
Therefore,  and based on  the above mentioned we hypothesized  that PP2A deregulation 
would be an  important event  in CRC. Thus, we planned a study  to  investigate  the effects of 
PP2A inhibition in CRC, the molecular strategies that the cancer cells use to inhibit PP2A in CRC 
and the potential clinical relevance of PP2A inhibition in CRC. Moreover, we hypothesized that 
miR‐21 and miR‐31 could serve to predict response to the currently LARC standar treatment.  
Research objectives 
1) To determine the status of PP2A in CRC analyzing both clinical samples and CRC cell
lines.
2) To  assess  the  biological  effects  of  PP2A  inhibition  in  CRC  performing  functional  in
vitro studies using several CRC cell lines.
3) To analyze the molecular mechanism of PP2A inactivation in CRC by analyzing PP2A
endogenous  inhibitors,  some  alterations  of  specific  PP2A  subunits  and  miR
deregulation.  For  that  aim,  we  plan  to  analyze  the  presence  of  PP2A  inhibitory
alterations in clinical samples and perform functional in vitro studies in several CRC cell
lines.
4) To  identify novel biomarkers with prognostic and predictive value  in CRC based on
PP2A inhibition using four independent CRC patient cohorts.
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5) To  explore  PP2A  reactivation  as  a  novel  therapeutic  strategy  in  CRC  using  PP2A
activators such as forskolin and FTY720.
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MATERIAL AND METHODS  
With the aim of evaluating our research objectives, we planned several in vitro studies and 
a clinical validation using 4  independent cohorts that compromised a total 522 CRC patients. 
All of  the manuscripts were elaborated  following REMARK guidelines  for biomarker  research 
(Table 7).219 
Table 7. REporting recommendations for tumor MARKer prognostic studies (REMARK) 
Introduction 
1. State the marker examined, the study objectives, and any prespecified hypotheses.
Materials and Methods 
  Patients 
2. Describe  the characteristics  (e.g. disease stage or comorbidities) of  the study patients,
including their source and inclusion and exclusion criteria.
3. Describe treatments received and how chosen (e.g. randomized or rule‐based).
Specimen characteristics 
4. Describe  type  of  biological material  used  (including  control  samples),  and methods  of
preservation and storage.
Assay methods 
5. Specify the assay method used and provide (or reference) a detailed protocol, including
specific  reagents  or  kits  used,  quality  control  procedures,  reproducibility  assessments,
quantitation methods,  and  scoring  and  reporting  protocols.  Specify whether  and  how
assays were performed blinded to the study end point.
Study design 
6. State the method of case selection, including whether prospective or retrospective and
whether  stratification  or  matching  (e.g.  by  stage  of  disease  or  age)  was  employed.
Specify the time period from which cases were taken, the end of the follow‐up period,
and the median follow‐up time.
7. Precisely define all clinical end points examined.
8. List all candidate variables initially examined or considered for inclusion in models.
9. Give rationale for sample size; if the study was designed to detect a specified effect size,
give the target power and effect size.
Statistical analysis methods 
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10. Specify all statistical methods, including details of any variable selection procedures and 
other model‐building  issues,  how model  assumptions were  verified,  and  how missing 
data were handled. 
11. Clarify how marker values were handled  in the analyses;  if  relevant, describe methods 
used for cutpoint determination. 
Results 
Data 
12. Describe  the  flow  of  patients  through  the  study,  including  the  number  of  patients 
included  in  each  stage  of  the  analysis  (a  diagram  may  be  helpful)  and  reasons  for 
dropout.  Specifically,  both overall  and  for  each  subgroup extensively  examined  report 
the numbers of patients and the number of events. 
13. Report distributions of basic demographic characteristics (at least age and sex), standard 
(disease‐specific) prognostic variables, and tumor marker, including numbers of missing 
values. 
Analysis and presentation 
14. Show the relation of the marker to standard prognostic variables. 
15. Present  univariate  analyses  showing  the  relation  between  the  marker  and  outcome, 
with the estimated effect (e.g. hazard ratio and survival probability). Preferably provide 
similar analyses for all other variables being analyzed. For the effect of a tumor marker 
on a time‐to‐event outcome, a Kaplan–Meier plot is recommended. 
16. For  key  multivariable  analyses,  report  estimated  effects  (e.g.  hazard  ratio)  with 
confidence intervals for the marker and, at least for the final model, all other variables in 
the model. 
17. Among  reported  results,  provide  estimated  effects  with  confidence  intervals  from  an 
analysis in which the marker and standard prognostic variables are included, regardless 
of their significance. 
18. If done, report results of further investigations, such as checking assumptions, sensitivity 
analyses, internal validation. 
Discussion 
19. Interpret  the  results  in  the  context of  the prespecified hypotheses and other  relevant 
studies; include a discussion of limitations of the study. 
20. Discuss implications for future research and clinical value. 
The details of all the experiments and clinical cohorts are explained as follow. Moreover, 
they  are  also  described  in  the  articles  published  that  derive  from  this  doctorate  thesis  (see 
Results: scientific publications) 
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In vitro approach 
Cell culture  
The human CRC cell lines RKO (ATCC CRL‐ 2577), SW480 (ATCC CCL‐228), WiDr (ATCC CCL‐
218), DLD‐1 (ATCC CCL‐221), HT‐29 (ATCC HTB‐38), LoVo (ATCC CCL‐229), HCT‐116 (ATCC CCL‐
247) and LS513 (ATCC CRL‐2134) and SW620 (ATCC CCL‐227) were purchased from American 
Type Culture Collection (ATCC). Cell lines were maintained in RPMI‐1640 (Invitrogen) with 10% 
fetal  bovine  serum  and  were  grown  at  37oC  in  a  5%  CO2  atmosphere.  Media  were 
supplemented  with  penicillin  G  (100  U/mL)  and  streptomycin  (0.1  mg/mL).  Cells  were, 
depending  of  the  experiment,  treated with  one  or more  of  the  following  reagents:  5‐FU  (1 
μmol/L; Sigma), SN‐38 (50 nmol/L; Sigma), Oxaliplatin (1 μmol/L; Sigma), FTY720 (10 μmol/L; 
Calbiochem), forskolin (40 μmol; Calbiochem) and okadaic acid (2.5 nmol/L; Calbiochem).  
Trasfection  
For transfection experiments, CRC cells were seeded in 6‐well plates and transfected with 
one or more of  the following vectors, depending on the experiment: 10 μL of Lipofectamine 
2000  (Life  Technologies),  2  μg  of  plasmidic  vectors  or  75  nmol/L  of  SET‐specific  siRNAs 
designed and synthesized by Dharmacon RNA Technologies or 20 nM of a miR‐199b specific 
mirVanaTM  miRNA  Mimic  and  Inhibitor  (Ambion).  Briefly,  the  plasmidic  DNA  and  the 
LipofectAMINE are added to 500 μl RPMI without serum and antibiotics, mixed, incubated at 
37  for  20 min  and  added  to  the  cell  culture.  Furthermore,  the  cells  at  70%  confluence  are 
seeded  in  6‐well  plates with  1.5 ml  of  antibiotic‐free  RPMI  supplemented with  13%  serum. 
After 4 hours, the medium is replaced with fresh RPMI supplemented with 10% serum and 1% 
antibiotics. 
RNA isolation  
Total  RNA was  isolated  from  formalin‐fixed  paraffin‐embedded  (FFPE)  tumor  specimens 
using  RecoverAll  Total  Nucleic  Acid  Isolation  kit  (Ambion)  before  macrodissection  of  the 
samples. For that, FFPE samples are incubated in xylene at elevated temperatures to solubilize 
and remove paraffin from the tissue, then washed in alcohol solutions to remove the xylene. 
The deparaf‐finized samples are next subjected to a protease step to digest protein covalently 
bound to RNA. Finally, the nucleic acid is purified by capture on a glass‐fiber filter, washing and 
elution.  High‐ethanol  washing  steps  ensure  the  recovery  of  smaller  RNA  fragments,  like 
miRNA. The steps are explained in detail as follows: 
Deparaffinization: we add 1ml of Xylene 100% to all the samples, we mix and we incubate 
at 60ºC approximately 30 minutes to put out the paraffin. Then, we centrifugate for 2 minutes 
at maximum speed and discard the xylene, wash the pellet twice with 1 ml 100% ehanol and 
vacuum or air dry the pellet to remove the residual ethanol.  
Protease  digestion:  we  add  digestion  buffer  and  protease  and  incubate  at  80ºC  for 
bettwen 4 hours. 
Nucleic acid isolation: we prepare the isolation additive/ethanol mixture and add it to the 
samples and mix. Next, the mixture is passed throught the filter cartridge. After that, we wash 
with  700μl  of  wash  1  buffer  and  later  wash  with  500μl  of  wash  2/3  buffer.  Finally,  a 
centrifugation is performed to remove the residual fluid.  
Nuclease digestion and final purification: We add the RNA mix to each filter cartridge and 
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incubate  for  30 min.  Next,  we wash with  700μl  of  wash  1  buffer  and  twice  with wash  2/3 
buffer to then, centrigugate to remove the residual fluid. Finally, we elute with 60 μL of Elution 
Solution or nuclease‐free water at room temperature.  
Quantification of miR expression levels 
Samples were reversed transcribed using the TaqManHMicroRNA Reverse Transcription Kit 
(Applied Biosystems), and mature miRs were quantified by quantitative real‐time RT‐PCR using 
TaqMan MicroRNA Assays  (Applied Biosystems)  specific  for miR‐ 21, 31 or 199b and U6B as 
internal  control.  Analysis  of  relative  gene  expression  data  was  performed  using  the  2−ΔΔCT method.220 
Quantification using the TaqMan MicroRNA Assays is done using two‐step RT‐PCR: In the 
first step, the reverse transcription step, cDNA is reverse transcribed from total RNA samples 
using specific miRs primers from the TaqMan miRs assays and reagents from the TaqMan miR 
Reverse Transcription Kit.  In  the second one,  the PCR step, PCR products are amplified  from 
cDNa samples using  the TaqMan miR assay together with the TaqMan Universal PCR master 
mix.  
We  need  to  prepare  the  total  RNA  and  perform  the  reverse  trasnscription  within  the 
thermal  cycler. Next, we  create  and  set up a plate document  and prepare  the PCR  reaction 
plate that is an optical 96‐well thermal cycling plate. Later, we run the PCR reaction plate using 
the applied biosystems 7500 fast Real‐Time PCR System. Finally, we performe the analysis of 
relative gene expression data using the 2−ΔΔCT method.220 
For  the  reverse  transcription, we  synthesize  single‐stranded  cDNA.  This  process  involves 
preparing  the  RT  master  mix,  preparing  the  RT  reaction  plate  and  performing  the  reverse 
transcription. For  the PCR amplification,  cDNA are amplified using  sequence‐specific primers 
from  the TaqMan assay plates.  It  requires preparing  the  reaction plate,  setting up  the plate 
document and running the plate. 
Real‐time PCR  
cDNA amplication was done in a 7500 Fast Real‐Time PCR System (Applied Biosystems) at 
40  cycles,  with  the  following  temperature  conditions:  50ºC  2minutes,  95ºC  10minutes, 
40x(95ºC 15seconds – 60ºC 1minute) – hold 16ºC. TaqMan Gene Expression Assays specific for 
our  targets were used. Analysis of  relative gene expression data was performed using  the  2‐ 
ΔΔCT method.220 
Western blot analysis  
Protein  extracts  were  isolated  using  Trizol  Reagent  (Invitrogen),  clarified  (12,000  g,  15 
minutes,  4ºC),  denatured,  and  subjected  to  SDS‐PAGE  and  Western  blot  analysis.  The 
electrophoresis  was  performed  at  80  V  for  15  minutes  and  120  V  for  one  hour.  The 
transference was performed at 120 V for one hour. Antibodies used were, depending on the 
work: mouse monoclonal anti‐PP2A (clone 1D6, Upstate Inc.), rabbit polyclonal anti‐PP2A (FL‐
309;  Santa  Cruz  Biotechnology),  rabbit  monoclonal  anti‐PP2AY307  (Epitomics),  rabbit 
polyclonal anti‐AKT, rabbit polyclonal anti‐ERK1/2 (Cell Signaling Technology), goat polyclonal 
anti‐SET, rabbit polyclonal anti‐pAKTThr308, rabbit polyclonal anti‐pERK1/2Thr202/Tyr204 (Santa Cruz 
Biotechnology), rabbit polyclonal anti‐PPP2R2A (Abcam), goat polyclonal anti‐PPP2R5E (Novus 
Biologicals), rabbit polyclonal anti‐CIP2A, and mouse monoclonal anti‐bactin (Sigma). Proteins 
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were detected with  the appropriate secondary antibodies conjugated to alkaline phospatase 
(Sigma)  by  chemiluminescence  using  Tropix  CSPD  and  Tropix  Nitro  Block  II  (Applied 
Biosystems).  Densitometric  analyses were  performed  using  the  Scion  Image  software  (Scion 
Corporation). In the case of the experiments involving p‐PP2A, p‐PP2A‐C/PP2A‐C ratios of CRC 
cell lines were normalized to normal control. For CRC patient samples, ratios were normalized 
to paired normal colonic mucosa in each CRC case.  
Cell viability assay 
Cell proliferation was measured in triplicate wells by the MTS assay in 96‐well plates using 
the CellTiter 96 AQueous One Solution Cell Proliferation Assay  (Promega).  For  that we  thaw 
the Cell  Titer  reagent  from approximately  90 minutes  at  room  temperature. Next, we pipet 
20μl of the reagent into each well of the 96‐well assay containing the samples in 100 μl culture 
medium  and  incubate  the  plate  at  37oC  for  2  hours  in  a  humidified,  5%  CO2 atmosphere. 
Finally, we record the absorbance at 490 nm using a 96‐well plate reader.  
PP2A phosphatase activity assays 
Protein extracts were isolated from cell lysates or fresh frozen CRC patient samples (5–10 
tissue sections of 15 μm/each) using Trizol Reagent (Invitrogen). PP2A assays were performed 
with  protein  extracts  (CRC  cell  lines:  50  μg;  CRC  patient  samples:  100  μg)  using  a  PP2A 
immunoprecipitation phosphatase assay kit (Millipore). Briefly, PP2A was immunoprecipitated 
using 4 μg of PP2A antibody and 25 μl Protein A agarose slurry, both supplied by the kit. After 
2 hours of incubation in constant rocking, samples were washed 3 times with TBS 1X followed 
by one additional wash with a ser/thr assay buffer also provided by  the kit. Next, 60 μl of a 
diluted phosphopeptide at 750 μM and 40 μl of ser/thr assay buffer were added, and the mix 
was  incubated  for  5  min  at  30°C  in  a  shaking  incubator,  and  then  25  μl  of  the  mix  was 
transferred into each well of a 96‐well plate. Each measurement was performed in triplicates. 
100 μl of Malachite Green Detection Solution was added, and  the mix was  incubated  for 15 
min  at  room  temperature.  Absorbance  at  650  nm  was  used  to  calculate  the  amount  of 
phosphate released (pmol) using a standard curve (0–2000 pmol).  
Analysis of caspase activation 
Quantification of caspase‐3/7 activities was carried out using the caspase Glo‐3/7 assay kit 
(Promega Corp.).  Briefly,  5  103  cells were plated  in  a white‐walled  96‐well  plate,  and  the  Z‐
DEVD reagent, the luminogenic caspase‐3/7 substrate containing a tetrapeptide Asp–Glu–Val–
Asp, was added with a 1:1 ratio of reagent to sample. After 90 minutes at room temperature, 
the substrate cleavage by activated caspase‐3 and ‐7, and the intensity of a luminescent signal 
was measured by a Fluostar OPTIMA luminometer (BMG Labtech). Differences in caspase‐3/7 
activity are expressed as fold‐change of luminescence.  
Colonosphere formation 
We generated colonosphere‐derived cells from DLD‐1, SW480 and HT‐29 cells using 6‐well 
ultra‐low attachment plates  (Corning)  and 10,000  cells per well. Cells were grown  in  serum‐
free DMEM/F12 supplemented with GlutMAXTM‐I (Gibco) 1% N2 (Gibco), 2% B27 (Gibco), 20 
ng/ml human FGF  (Sigma) and 50 ng/ml EGF  (Sigma). After 7 days, plates were analyzed  for 
colonosphere formation. 
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Colony‐forming assay (Soft‐agar) 
Experiments  were  performed  in  6‐well  plates  coated  with  3  mL  of  0.6%  soft  agarose 
(Sigma)  in medium. A  total of 1  x 103  cells were  suspended  in 0.3% agarose  in medium and 
plated in triplicates over the precoated wells. Fresh medium was supplied once a week. After 
15 days, colonies were stained with MTT (M‐5655, Sigma) for 4 hours at 37oC. Then, colonies 
were  fixed  by  adding  dimethyl  sulfoxide  (DMSO)  overnight  at  37oC.  Colony  numbers  were 
determined  from  triplicates  and  three  independent  experiments  were  carried  out  for  each 
condition and cell line.  
Luciferase assay  
Luciferase assays were done using the Dual Glo Luciferase Assay System (Promega). SW480 
cells were transfected with 20 nM of pre‐miR‐199b (Ambion) and a pmiR‐Glo construct empty 
or  including  the  SET  3 ́UTR  with  the  wild  type  or  mutated  miR‐199b  seed  region.  Firefly 
luciferase activities were normalized to Renilla luciferase activities.  
Ex vivo models  
Tissue  slices,  which  were  not  needed  for  diagnostic  purposes,  from  primary  colorectal 
tumors  larger  than  1.5  cm  of maximum  diameter  and  normal  adjacent  colon mucosa were 
obtained  from  surgical  specimens  in  patients  newly  diagnosed  for  adenocarcinoma.  The 
samples were processed in sterile conditions immediately after surgical resection. Two slices (2 
cm3)  for  tumor  and  normal  mucosa  were  used.  One  of  the  tumor  and  mucosa  slides 
(designated  as  control  samples)  were  put  into  2  ml  of  RPMI  plus  10%  FBS  and  another 
additional  tumor  and mucosa  slices  (designated  as  treated  samples) were  put  on  the  same 
culture medium plus FTY720 at 10 μM. Incubation was performed in 24‐ well plates at 37oC in 
a constant atmosphere of 5% CO2 for 24 hours. At 24 hours, the specimens were fixed in 10% 
neutral‐buffered formalin for 16 hours at room temperature and embedded in paraffin under 
vacuum conditions. These specimens were assayed for molecular markers by IHC analysis. 
Clinical validation. Patient samples 
Fresh‐frozen samples of 35 colorectal  cancer patients with paired  tumor and normal 
colonic mucosa 
The study comprised fresh‐frozen samples of 35 patients with CRC obtained from surgical 
specimens  provided  by  the  Biobank  of  Fundacion  Jimenez  Díaz.  Paired  normal  mucosa 
obtained from each patient was used as control. A pathologist confirmed that primary tumor 
tissues used in this work contained more than 70% tumoral components. More details of the 
cohort are detail in the tables of articles 1, 3 and 4 of the present doctorate thesis (see results: 
scientific publications) 
FFPE tumor samples of 145 patients without metastatic colorectal cancer 
Those patients were retrospectively selected from 2001 to 2012 according to the following 
criteria: adenocarcinoma, operable disease, no neoadjuvant therapy, enough available tissue, 
clinical follow‐up data, and no metastatic disease. More details of the cohort are explained in 
article 4 of the present doctorate thesis (see results: scientific publications) 
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FFPE tumor samples of 250 patients with metastatic colorectal cancer 
Those patients were retrospectively selected from 2001 to 2012 according to the following 
criteria: adenocarcinoma, operable disease, no neoadjuvant therapy, enough available tissue, 
clinical  follow‐up  data,  and metastatic  disease. More  details  of  the  cohort  are  explained  in 
articles 2, 4 and 5 of the present doctorate thesis (see results: scientific publications) 
FFPE  tumor  samples  of  92  patients  with  a  histologic  diagnosis  of  locally  advanced 
rectal adenocarcinoma 
Those  patients  were  treated  with  neoadjuvant  CRT  between  2007  and  2013  at  the 
University  Hospital  Fundación  Jiménez  Díaz  and  they  were  retrospectively  selected  for  this 
study.  All  patients  had  an  accurate  preoperative  loco  regional  staging  accomplished  with 
magnetic  resonance  (MRI)  of  the  pelvis  and/or  transrectal  ultrasound  (TRUS).  A  full  body 
computed  tomography  scan  (FBCT)  to  exclude  stage  IV  disease  was  performed  in  all 
participants.  The  patients  received  rule‐based  chemoradiotherapy  regimens  based  on  5‐FU, 
whether capecitabine and underwent surgery after 6 to 8 weeks after CRT completion. More 
details  of  the  cohort  are  explained  in  articles  6  and  7  of  the  present  doctorate  thesis  (see 
results: scientific publications). 
Anatomopathological and molecular pathological analysis  
TNM  
Staging was  classified using  the 7th American  Joint Committee on Cancer  (AJCC)  staging 
system for CRC.221 
KRAS 
KRAS mutational  status was determined using  the Cobas KRAS Mutation Test Kit  (Roche 
Molecular Diagnostics). 
Tissue microarrys  
TMA  (tissue  microarrays)  were  constructed.  Representative  areas  of  each  tumor  were 
carefully  selected  and  three  tissue  cores  (1  mm  diameter)  were  obtained  using  a  TMA 
workstation (T1000 Chemicon). 
Immunohistochemistry 
Tissue sections (3 mm) were placed on plus charged glass slides. After deparaffinization in 
xylene and graded alcohols, heat antigen retrieval was performed  in pH9 EDTA‐based buffer 
(Dako). Endogenous peroxidase was blocked by 0.03% hydrogen peroxide for 5 minutes. Slides 
were  incubated with  same primary antibody against  SET, PP2A or p‐PP2A depending on  the 
experiment for 60 minutes at room temperature, followed of appropriate anti‐Ig horseradish 
peroxidase  conjugated  polymer  (Flexþ;  Dako).  Sections  were  visualized  with  3,3’‐
diaminobenzidine  as  a  chromogen.  All  stainings  were  performed  in  a  Dako  Autostainer. 
Sections  incubated  with  normal  non‐immunized  rabbit  immunoglobulins  were  used  as 
negative controls. As positive control, a section of colorectal tumor with known expression of 
SET,  PP2A  or  p‐PP2A  was  used.  The  antibody  sensitivity  had  been  calculated  in  a  range  of 
crescent dilutions of primary antibody. Specificity was confirmed in a set of paired fresh‐frozen 
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and FFPE samples were processed by Western blot analysis and  IHC. Only  the membrane of 
epithelial  cells,  but  not  stromal  cells,  was  evaluated  blinded  to  clinical  data  by  two 
pathologists. A semiquantitative histoscore was calculated by estimation of the percentage of 
tumor cells positively stained with low, medium, or high staining intensity. The final score was 
determined  after  applying  a  weighting  factor  to  each  estimate.  The  following  formula  was 
used: histoscore = (low%) x 1 +  (medium%) x 2 (high%) x 3 and the results ranged from 0 to 
300.  
Pathological response 
For  the rectal cancer cohort,  two  independent pathologists who were blinded to patient 
outcome  evaluated  tumor  regression  grade  according  to  the  modified  Ryan  classification 
which  categorize  tumors  in  four  levels of  response:  complete  response, moderate  response, 
minimal response, and poor response. Complete response refers to no viable cancer cells and 
score 0; moderate response refers to single cells or small groups of cancer cells and score 1; 
minimal  response  refers  to  residual  cancer outgrown by  fibrosis and  score 2; poor  response 
refers  to minimal or no  tumor kill with extensive  residual  cancer and  scores 3. According  to 
clinical guidelines, all regression grades were assessed in the primary tumor.  
Statistical analysis  
We  performed  a  descriptive  analysis  of  each  cohort  clinico‐pathological  baseline 
characteristics  as well  as  a  descriptive  analysis  of  the molecular  alterations  present  at  each 
cohort.  Then,  we  proceed  to  correlate  the  molecular  alterations  with  the  clinical  and 
pathological characteristics. For that, we applied the chi‐square test (Fisher exact test) based 
on bimodal distribution of data to evaluate the correlation between the molecular alterations 
and the clinical and pathological variables.  
The molecular alterations  studies were analyzed as  categoric variables after determining 
the optimal cut‐off point of the continuous variables resulting from a ROC curve. 
For  the  survival  analysis we applied  the Kaplan‐Meyer method and  the definition of our 
endpoints was as follow: 
‐ DFS:  the  time  from  surgery  (in  case  of  the  LARC  cohort)  or  the  time  from  the 
metastatic diagnosis (in case of the mCRC cohort) until recurrence, appearance of a 
secondary tumor, or death.  
‐ OS: the time from the date of diagnosis (in case of the LARC cohort) or the time from 
the mCRC  diagnosis  (in  case  of  the mCRC  cohort)  to  the  date  of  last  follow‐up  or 
death.  
Moreover,  a univariate Cox analysis was performed  to evaluate  the potential  prognostic 
value of each molecular alteration and next, taking into consideration significant parameters in 
univariate  analysis  we  did  multivariate  analyses  to  evaluate  the  potential  independent 
prognostic or predictive value of our molecular alterations or biomarkers.  
To  calculate  the  sensitivity,  specificity,  positive  predictive  value  and  negative  predictive 
value we did a 2x2 crosstabulation  (contingency  table)  representing our biomarkers  findings 
with the true positive value (TP), the false positive value (FP), the false negative (FN) value and 
the true negative (TN) value. Next we calculated as follow: Sensitivity=TP/(TP+FN), Specificity= 
TN/(FP+TN), Positive predictive value= TP/(TP+FP), Negative predictive value=TN/(FN+TN) 
All statistical analyses were performed using SPSS 20 for windows (SPSS Inc.) and a P value 
less than 0.05 was considered statistically significant.  
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As mentioned before  all  the manuscripts were  elaborated  in  accordance with Reporting 
Recommendations for Tumor Marker Prognostic Studies (REMARK) guidelines.219 
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RESULTS: SCIENTIFIC PUBLICATIONS 
Article 1: PP2A Inhibition is a common event in colorectal cancer and its restoration 
using FTY720 shows promising therapeutic potential.1  
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Article  2:  p‐PP2A  determines  poor  outcome  in  patients  with metastatic  colorectal 
cancer.2  
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Titles and Legends to Supplementary Figures 
Supplementary  Figure  1.  Immunohistochemical  detection  of  p‐PP2A  showing  different 
intensities of staining (magnification x400) together with western blot analyses.  
Supplementary Figure 2. Experimental confirmation of the p‐PP2A antibody specificity. (A) 
Western  blot  analysis  showing  loss  of  p‐PP2A  signal  after  dephosphorylation  of  protein 
extracts  from  SW480  (lines  1  and  2)  and  HT‐29  (lines  3  and  4)  cells  using  calf  intestinal 
phosphatase; (B) PP2A expression levels and phosphorylation status in SW480 and HT‐29 cells 
transfected with two different specific siRNAs against PP2A (siPP2A‐1 and siPP2A‐2) or a siRNA 
negative  control  (siC‐);  (C) Western  blot  analysis  showing  p‐PP2A  signal  in  four  CRC  tumor 
tissues (T1‐4) as the unique major band recognized in the entire membrane.  
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Supplementary Figure 3. Kaplan‐Meier analyses of overall and progression‐free survival in 
the subgroups of patients with KRAS wild type (n= 137) and KRAS mutated (n=102). 
Supplementary Table 1. Clinical and molecular characteristics of a series of 250 patients 
with metastatic CRC. 
No. (%) 
Sex 
Male 156 (62.4) 
Female 94 (37.6) 
Age  
<70 116 (50) 
70 116 (50) 
No data 18 
ECOG 
0-2 182 (81.2) 
3-4 42 (18.8) 
No data 26 
MSI 
No 226 (94.2) 
Yes 14 (5.8)
No data 10 
KRAS mutations 
No 140 (56.9) 
Yes 106 (43.1) 
No data 4 
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Site of primary tumor 
Cecum 24 (9.6) 
Right colon 37 (14.8) 
Transverse colon 10 (4) 
Left colon 21 (8.4) 
Sigma 73 (29.2) 
Rectum 85 (34) 
Synchronous metastasis 
No 85 (34.8) 
Yes 159 (65.2) 
No data 6 
Number of metastatic sites  
1-2 226 (90.4) 
>2 24 (9.6) 
Liver metastasis 
No 79 (32.4) 
Yes 165 (67.6) 
No data 6 
Lung metastasis 
No 166 (66.4) 
Yes 78 (33.6) 
No data 6 
Lymph metastasis* 
No 177 (72.5) 
Yes 67 (27.5) 
No data 6 
Peritoneal metastasis 
No 196 (80.3) 
Yes 48 (19.7) 
No data 6 
Prior adjuvant chemotherapy**
No 33 (37.9) 
Yes 54 (62.1) 
No data 10 
Treatment 1st line metastatic 
Oxaliplatin 103 (43.3) 
Irinotecan 38 (16) 
5-FU 22 (9.2) 
Other 2 (0.8) 
None 73 (30.7) 
No data 12 
*Non‐regional lymph node involvement; **Cases with metachronous metastasis only
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Article  3:  Hyperphosphorylation  of  PP2A  in  colorectal  cancer  and  the  potential 
therapeutic  value  showed  by  its  forskolin‐induced  dephosphorylation  and 
activation.3 
Cristina Caramés Sánchez  Material and Methods 
98 
Cristina Caramés Sánchez  Material and Methods 
99 
Cristina Caramés Sánchez  Material and Methods 
100 
Cristina Caramés Sánchez  Material and Methods 
101 
Cristina Caramés Sánchez  Material and Methods 
102 
Cristina Caramés Sánchez  Material and Methods 
103 
Cristina Caramés Sánchez  Results: Scientific Publications 
104 
Cristina Caramés Sánchez  Results: Scientific Publications 
105 
Cristina Caramés Sánchez  Results: Scientific Publications 
106 
Cristina Caramés Sánchez  Results: Scientific Publications 
107 
Article  4:  Deregulation  of  the  PP2A  inhibitor  SET  shows  promising  therapeutic 
implications  and  determines  poor  outcome  in  patients  with  metastatic  colorectal 
cancer.4 
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SUPPLEMENTARY FIGURE LEGENDS 
Supplementary Figure S1. SET is deregulated in CRC patients and induces proliferation and 
colonosphere formation in DLD‐1, SW620 and HCT‐116 cells. (A) Western blot analysis of SET 
expression  in  CRC  patients  with  paired  normal  colonic  mucosa  and  tumor  samples;  *  SET 
overexpression; N: normal mucosa; T: tumor sample. (B) MTS assays showing proliferation in 
CRC cells after SET silencing. (C) Colonosphere formation and (D) evaluation of the number of 
cells per colonosphere after SET silencing. (E) Validation of the SET silencing by real‐time PCR 
and western blot; * P < 0.05; ** P < 0.01. 
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Supplementary Figure S2. SET modulation in CRC cells ectopically expressing PP2A. (A) 
PP2A and (B) MTS assays after SET silencing. (C) Caspase 3/7 assays in SW480, HT‐29 and 
LS513 cells after transfection with SET, PP2A or with both SET and PP2A. (D) Validation of SET 
overexpression by real time PCR (2‐ΔΔCt) and western blot; * P < 0.05; ** P < 0.01. 
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Supplementary Figure S3. Effect of SET silencing in the sensitivity of CRC cells to 5‐FU 
alone or combined with oxaliplatin. (A) MTS, (B) caspase 3/7 assays and (C) drug concentration 
curves to evaluate the effect of SET silencing in the sensitivity to oxaliplatin and 5‐FU in 
SW480, HT‐29 and LS513 cells; * P < 0.05; ** P < 0.01. 
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Supplementary Figure S4. Effects of FTY720 in SW480, HT‐29 and LS513 cells ectopically 
expressing SET and treated with 5‐FU alone or combined with oxaliplatin. (A) MTS, (B) caspase 
3/7 assays, (C) cell cycle analysis and (D) drug concentration curves to evaluate the effect of 
SET overexpression in the sensitivity to oxaliplatin and 5‐FU in SW480, HT‐29 and LS513 cells; * 
P < 0.05; ** P < 0.01. 
Cristina Caramés Sánchez  Results: Scientific Publications 
122 
Supplementary Figure S5. Immunohistochemical detection of SET expression in patients 
with metastatic colorectal cancer showing SET negative (A) and positive (B) stainings. The line 
in A and B shows 25 µm. Magnification x400. (C) Kaplan‐Meier analyses of overall and 
progression‐free survival and in the subgroups of patients younger (N = 113) and older than 70 
years (N = 117). 
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Supplementary Figure S6. (A) Kaplan‐Meier analyses of overall and progression‐free 
survival and in the subgroups of patients with KRAS wild type (N = 136) and KRAS mutated (N = 
102). (B) Predictive value of response to treatment by SET deregulation in those patients who 
received oxaliplatin‐based chemotherapy (N= 101). 
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Supplementary Table S1. Clinical and molecular characteristics of a series of 242 patients 
with metastatic CRC. 
No. (%) 
Sex 
Male 149 (61.6) 
Female 93 (38.4) 
Age  
<70 113 (49.1) 
70 117 (50.9) 
No data 12 
ECOG 
0-2 180 (81.1) 
3-4 42 (18.9) 
No data 20 
MSI 
No 220 (94) 
Yes 14 (6)
No data 8 
KRAS mutations 
No 136 (57.1) 
Yes 102 (42.9) 
No data 4 
Site of primary tumor 
Colon 157 (64.9) 
Rectum 85 (35.1) 
Synchronous metastasis 
No 84 (34.7) 
Yes 158 (65.3) 
Number of metastatic sites  
1-2 218 (90.1) 
>2 24 (9.9) 
Liver metastasis 
No 78 (32.2) 
Yes 164 (67.8) 
Lung metastasis 
No 164 (67.8) 
Yes 78 (32.2) 
Lymph metastasis* 
No 176 (72.7) 
Yes 66 (27.3) 
Peritoneal metastasis 
No 195 (80.6) 
Yes 47 (19.4) 
Prior adjuvant chemotherapy**
No 32 (38.1) 
Yes 52 (61.9) 
Treatment 1st line metastatic 
Oxaliplatin 101 (43.2) 
Irinotecan 38 (16.2) 
5-FU 22 (9.4) 
None 73 (31.2) 
No data 8 
*Non‐regional lymph node involvement; **Cases with metachronous metastasis only
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Article  5:  Downregulation  of  microRNA  199b  predicts  unfavorable  prognosis  and 
emerges  as  a  novel  therapeutic  target  which  contributes  to  PP2A  inhibition  in 
metastatic colorectal cancer.5 
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Article 6: MicroRNA‐31 emerges as a predictive biomarker of pathological response 
and outcome in locally advanced rectal cancer.6 
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Article  7:  MicroRNA‐21  predicts  response  to  preoperative  chemoradiotherapy  in 
locally advanced rectal cancer.7 
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DISCUSSION 
Study approach discussion 
As CRC  is  a  heterogeneous disease,  the  identification of  novel  alterations with  potential 
clinical value or molecular targets is necessary for improving the management of patients with 
CRC.  Importantly,  the  number  of  approved  therapies  for  mCRC  is  constantly  increasing 
emphasizing the need for predictive biomarkers.31 Together with that increasing of approved 
therapies, oncologic surgery for CRC patients as well as the follow‐up protocols are improving, 
thus leading to an increase in OS rates. However, not all of the patients benefit from current 
therapies and unfortunately much of  the patients  relapse after  surgery.54 Despite  the better 
understanding  of  the  molecular  heterogeneity  of  CRC  and  the  current  advances  in  both 
oncological  surgeries and  the approval of novel  therapies  for mCRC, oncologists still  suffer a 
lack of bona fide biomarkers to guide clinical decisions. Although there is abundant functional 
evidence that some biomarkers can be used to better guide oncologist work, no one has been 
validated  for  it  use  in  routine  clinical  practice with  the  RAS  and  BRAF mutations  and MMR 
status exception.54 
A  correct balance between kinases and phosphatases  is essential  for  the correct  cellular 
homeostasis.  It  is  already well  known  the  important  role  of  the  gain  of  function  of  several 
kinases for the development of tumors. In fact, several treatments had been investigated for 
the last decades to block kinases activity.99 For instance, mCRC therapies such as regorafenib 
that are based on the inhibition of the kinases activity had been recently approved for mCRC 
treatment.80 On the contrary, the role of proteins phosphatases in cancer in less studied. Thus, 
we  focused  the  present  research  work  in  exploring  the  potential  clinical  and  therapeutic 
impact of PP2A deregulation in CRC.  
After all the works we have performed, we have identified, for the first time, the relevance 
of the inhibition of PP2A in the pathogenesis of CRC. Furthermore, we identified for the first 
time  some  PP2A  inhibitory  mechanisms  that  could  be  used  in  the  future  for  a  better 
management of CRC patients. Thus, the results of this research work mean another advance in 
our  understanding  of  genetic  and  epigenetic  alterations  that  govern  CRC  pathogenesis.  In 
consequence,  our  findings  should  serve  to  further  investigate  these  alterations  as  novel 
valuable clinical biomarkers for prognostic and therapeutic applications in the future.  
At the following discussion we are going to go through the clinico‐pathological analysis of 
the different cohorts used,  the study methodology strength and  limitations as well as  to  the 
results analysis and the implications that they can have to the routine clinical practice and for 
future research projects. 
Methodology discussion: study strengths and limitations 
Patient  selection  and  samples:  As  an  initial  screening  phase  to  test  PP2A,  p‐PP2A,  SET, 
CIP2A, PPP2R5E and PPP2R2A status we selected a small cohort of 35 patients that had fresh 
frozen samples with paired normal and tumor mucosa.  
Fresh  frozen  tissues  are  ideal  for  molecular  analysis  because  all  their  material  and 
nucleotide acids are well preserved. However, such tumor sets are not so abundant and their 
collection is mainly restricted to tissue banks and research groups.222 
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Once we confirmed the positive preliminary results on that initial cohort, together with the 
in  vitro  studies, we went  further  to  the  validation  phase.  In  the  validation  phase, we  used 
three  independent cohorts where we measured p‐PP2A, SET, miR‐199b‐5p, miR‐31 and miR‐
21,  with  the  objective  of  further  evaluate  the  potential  role  of  our  biomarkers.  For  those 
cohorts  the samples were from FFPE tissues. We did not measure miR‐21 and miR‐31  in the 
initial  screening phase because  they are already well  known oncomiRs  in CRC and our main 
objectives with those two biomarkers was to confirm their expression in LARC and evaluate if 
there are able to predict 5‐FU neoadjuvant CRT. Moreover, miR‐199b‐5p was not evaluated in 
the initial phase since its downregulation was later identified as a molecular alteration that led 
to SET overexpression in around half of mCRC patients with high SET expression levels. 
FFPE  tissues  represent a unique  source of  archived biological material  and are  the most 
widely  available  source  of  tissue  material  for  which  long‐term  clinical  follow‐up  data  are 
recorded. Strategies based on FFPE material offer  several advantages such as easy handling, 
long‐term  cheap  storage,  and  suitability  for  IHC  analyses.  The  chance  to  assess  gene 
expression  profiling  proportioned  by  the  mentioned  samples  enables  the  performance  of 
many retrospective and multi‐center studies, benefiting the correlation of expression profiles 
with clinical outcomes. However,  the nucleotide acids of FFPE specimens are of much  lower 
quality than RNA obtained from fresh frozen samples. The most remarkable molecular change 
caused by  formalin  is  the  formation of cross‐linkages between proteins or between proteins 
and  nucleic  acids.  Furthermore,  several  other  steps  of  the  paraffin  embedding  process  can 
affect the quality of the material.222  
About  the  cohorts  of  the  validation  phase we mainly  planned  to  focus  on  the  two  CRC 
patients  groups  with  worse  outcome,  mCRC  and  LARC.  Although  all  of  the  cohorts  where 
retrospective,  the  evaluation  of  our main  clinical  objectives  which  were  OS  and  PFS  in  the 
mCRC cohort and the pathological response, 0S and PFS in the LARC cohort, are not affected 
for this issue. Moreover, the evaluation of all the clinical parameters had been carried out by 
homogenizing all the features thus, trying to guarantee the quality of all the data recorded. It 
is well know that unfortunately the majority of all the study biomarkers are retrospective with 
all the advantages and inconvenient that those studies involve. 
Finally, we decided to analyze the expression levels of miR‐21 and miR‐31 in the cohorts of 
patients with LARC treated with 5‐FU based exclusive therapy because that patient cohort was 
very  homogeneous  in  clinical  features  and  treatment  administration.  Moreover,  as  we 
observed in our preliminary results that PP2A activators drugs had an additive effect to 5‐FU 
alone  in  CRC  cell  lines,  we wanted  to  used  a  clinical model  that  used  5‐FU  alone  to  futher 
investigated the clinical predictive impact of our biomarkers. As we excluded from that cohort 
all  the  patients  with  other  treatments  or  stages  that  were  not  radiotherapy  plus  5‐FU 
exclusively we could better identified the role of those two miRs as predictors of response to 
5‐FU  therapies  in  rectal  cancer  patients.  Limitations  of  that  study  cohort  include  the  low 
number  of  cases  included,  the  lack  of  validation  in  an  independent  larger  cohort,  and  as 
mentioned before that it was a retrospective cohort instead of a prospective one. However, it 
is also true that this study is larger than other studies evaluating neoadjuvant CRT treatment. 
MiRs  analysis:  The  development  of  biomarkers  for  disease  depends  in  part  on  their 
stability  and  resistance  to  storage  and  handling.  RNA‐based molecular  biomarkers  has  been 
challenging  in the  last years due to the effect of RNase present  in body fluids affecting their 
stability. However,  endogenous miRs  in  body  fluids  and  tissues  have been  shown  to  remain 
stable, even when subjected  to extreme conditions. Thus, miRs have been proposed as very 
promising biomarkers in the near future for clinical use.170  
Therefore,  together with the emerging relevant role of miR‐21 and miR‐31  in CRC182 and 
particularly  in  rectal  cancer we  decided  to measure  the  impact  of  these miRs  to  determine 
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their  possible  predictive  role  to  5‐FU  in  LARC  that  as mentioned  before  has  not  previously 
been explored to date.  
Moreover, measuring miR‐31 and miR‐21 expression  levels as a predictive biomarker  for 
neoadjuvant  CRT  in  LARC  has  the  advantage  that  is  easily  detected  from  small  amounts  of 
routinely prepared FFPE endoscopic samples by using a RT‐PCR. Furthermore, miRs 31 and 21 
as  the majority of miRs, are stable even when subjected  to extreme conditions such as very 
low  or  high  pH  levels,  boiling,  longer  storage  time,  and multiple  freeze‐thaw  cycles.  In  the 
same way, measurement of miR‐199b in FFPE samples of mCRC have also the advantage that is 
easily  detect  from  small  amounts of  tissue and  the  stability with  is  always  a  very  important 
consideration when we want to apply the results to the routine clinical practice.  
A number of software programs have been developed to predict putative miR targets but 
all  of  them  produce  both  false  negative  and  false  positive  results.  For  example,  use  of  two 
target prediction programs, PicTar and TargetScan,  returned more  than 200 putative miR‐31 
targets  but  combination  of  these  with  two  additional  programs,  RNAhybrid  and  miRanda, 
resulted in only seven common target genes. Experimental validation of the predicted targets 
is  thus  essential.  A  typical  first  step  towards  this  direction  is  to  overexpress  the  miR 
interrogated and to monitor the subsequent changes  in the expression levels of the putative 
target genes. However, more detailed studies, such as luciferase reporter assays are needed to 
demonstrate  that  the  regulation  is  indeed direct and not merely a  secondary effect.161  223  In 
this  regard,  in  our  work,  we  have  demonstrated  with  detailed  experimentation, 
(overexpressing and silencing miR‐199b performing in vitro experiments and luciferase assays) 
that  this miR directly  controls  SET. We did  not  follow  the  same procedure with miR‐21 and 
miR‐31 but it is within our ongoing goals to further investigate the signaling network affected 
by  PP2A  in  CRC.  Thus,  it  will  be  of  great  interest  in  future  studies  to  perform  in  vitro 
experiments  and  luciferase  assays  to  fully  clarify  the  role  of  these  miRs  modulating  PP2A 
activity in this disease. 
Moreover, we did not confirm our results measuring our three miRs  in plasma, serum or 
other  body  fluids  clinical  samples.  That  fact  would  be  really  interesting  for  a  nearly  future 
clinical  application  that  could  be  integrated,  if  the  results  are  positive,  to  the  further 
development of liquid biopsies. In addition, it is very important when working with miRs taking 
into  consideration  the  expression  levels  normalization.  For  that  reason  in  our  research  we 
applied a well standardized method as explain in materials and methods220 224. Finally, for the 
statistical  analysis,  considering  the  importance  of  all  the  potential  sources  of  heterogeneity 
that involve a biomarker study, such as all the treatments, and the multiple clinic‐pathological 
variables, we carried out multivariate analyses  including all  the significant parameters  in  the 
previous univariate analyses. 
Results discussion 
Role of PP2A inhibition in CRC 
PP2A  is  a  tumor  suppressor  frequently  inactivated  in  several  solid  and  hematological 
malignancies.101 Despite there was some little evidence about its relevance contributing to CRC 
development,  its  role  as  an  important  genetic  event  in  CRC  was  not  known.119  134  135  We 
confirmed  in  the  first article of  this doctorate  thesis  that PP2A  loss of  function  is a common 
event in CRC. In this regard, we showed how PP2A is inactivated in CRC cell lines and patient 
samples. Moreover, we reported that PP2A restoration using the PP2A activator drug FTY720 
reduced  CRC  cell  growth,  enhanced  apoptosis  and  showed  an  addictive  effect  to  5‐FU, 
irinotecan and oxaliplatin. With  those preliminary  results we went  further  to  investigate  the 
mechanisms for which PP2A is inhibited in CRC.  
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PP2A regulatory mechanisms in CRC 
It  was  already  well  known  that  cancer  cells  use  several  molecular  strategies  to  inhibit 
PP2A.225  Between  those  strategies,  are  the  overexpression  of  endogenous  PP2A  inhibitors, 
such  as  CIP2A  or  SET,  mutations  in  some  PP2A  subunits,  miRs  deregulation,  PP2A‐C  post‐
trasncriptional  modifications  such  as  hyperphosphorylation  or  methylation  and  the 
downregulation of the PP2A regulatory subunits.101 However, how PP2A loss of function occurs 
in CRC was mostly unexplored because, only a few mechanisms such as mutations  in several 
PP2A  subunits  were  described.226  227  Nevertheless,  the  low  prevalence  reported  of  those 
mutations in CRC lead us to investigate other different inhibitory strategies. We identified and 
describe  in  articles  1,2,3,4  and  5  of  this  doctoral  thesis  several  regulatory  mechanisms  by 
which PP2A is inhibited in CRC. Below, we are going to discuss them in detail: 
Phosphorylation of PP2A catalytic subunit (p‐PP2A‐C Y307) 
The tumor suppressor PP2A has been shown to be functionally inactivated in several types 
of  human  cancer  through  the  hyperphosphorylation  of  its  catalytic  subunit.109  Moreover, 
phosphorylation of tyrosine‐307 is responsible for more than 90% of the phosphatase activity 
of  PP2A  and  it  has  been  shown  that  this  phosphatase  is  inactive  when  tyrosine‐307  is 
phosphorylated.228 However, the relevance of this alteration in CRC remained unknown. That 
background prompted us to evaluate the role of p‐PP2A‐C Y307 in CRC. For that, we analyzed 
its expression in CRC cell lines, performed functional studies and later studied its prevalence in 
two  CRC  cohorts.  In  this  regard,  we  first  analyzed  the  p‐PP2A‐C  status  in  7  CRC  cell  lines, 
observing that all of them showed PP2A‐C hyperphosphorylation. Next, we confirmed on the 
initial cohort of 35 fresh frozen CRC samples with paired normal mucosa that PP2A‐C Y307 is 
hyperphosphorylated in a subgroup of CRC samples (11 out of 35 samples) and after that, the 
validation cohort of 250 patients with mCRC demonstrate a high p‐PP2A in 17.2% of cases. In 
addition, the functional studies performed, supported the role of p‐PP2A‐C Y307 as a strategy 
by which PP2A is inhibit in CRC. 
SET overexpression  
Protein  SET  is  a  potent  PP2A  endogenous  inhibitor,  that  is  overexpressed  in  several 
tumors.117  To better  determine  the molecular mechanisms  responsible  of  PP2A  inhibition  in 
CRC  we  decided  to  assess  the  expression  levels  of  the  PP2A  endogenous  inhibitor  SET 
observing overexpression of SET in 13 out of 21 cases. Those SET preliminary results indicated 
that this alteration is a recurrent event in CRC. Moreover, and very interestingly, we observed 
no alterations in SET in our CRC patients without PP2A inhibition. Going deeply in the study of 
SET in CRC, we showed in article 4 of the present doctoral thesis that SET is overexpressed in 
CRC cell lines and plays an oncogenic role promoting cell proliferation, colonosphere formation 
and impairing PP2A antitumor activities. Moreover, to study the functional importance of SET 
deregulation,  we  silenced  SET  with  two  different  specific  siRNAs  in  six  CRC  cell  lines  and 
observed that in all cases SET silencing induced a decrease in the cell growth and colonosphere 
formation ability in both number and size of the spheres formed. Similarly, SET overexpression 
inhibits PP2A then increasing cell growth and decreasing apoptosis. All together, these results 
indicate that SET overexpression is an alteration that plays an oncogenic role in CRC through 
the inhibition of PP2A activity. 
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MiR‐199b‐5p downregulation 
Once  we  demonstrated  that  SET  overexpression  is  a  contributing  mechanism  of  PP2A 
inhibition  with  an  important  oncogenic  role  in  CRC  we  also  wanted  to  explore  how  SET 
deregulation occurs in CRC because this fact remains fully unknown.  
We  then  evaluated  in  the  literature  molecular  causes  that  could  lead  to  SET 
overexpression  in  CRC.  MiR‐199b‐5p  downregulation  is  reported  to  be  a  cause  of  SET 
overexpression in some malignancies.139 However, this fact in CRC was not studied. Moreover, 
there were no papers  in  the medical  literature exploring miR‐199b‐5p  role  in CRC. Thus, we 
analyze whether an altered expression of miR‐199b‐5p could be involved in CRC development 
and  in  SET  deregulation  in  this  maligancy  and  therefore,  affect  PP2A  activity.  With  that 
objective, we first quantified miR‐199b‐5p in 5 CRC cell  lines previously reported to have SET 
overexpression, observing that miR‐199b‐5p was downregulated in 4 out of 5 cases. Moreover, 
we quantified miR‐199b‐5p expression levels as well as SET levels in a cohort of mCRC patients 
observing  an  inverse  correlation.  Those  observations,  published  in  article  5  of  this  doctoral 
thesis, were the first positive results to suggest the role of miR‐199b‐5p in SET‐mediated PP2A 
inhibition in CRC. This issue was further supported by the decrease in SET levels together with 
PP2A  activation  observed  after  miR‐199b‐5p  overexpression  in  CRC  cell  lines.  Of  note,  the 
transfection with anti‐miR‐199b‐5p only promoted a slight reduction in PP2A activity probably 
due to the  low basal miR‐199b‐5p expression together with the SET overexpression status  in 
both SW480 and HT‐29  cells.  These  findings are  in  concordance with  the  fact  that anti‐miR‐
199b‐5p only induced a discrete increase of cell viability whereas miR‐199b‐5p overexpression 
led to a marked reduction of cell growth. Furthermore, the antitumor effects of miR‐199b‐5p 
on cell growth is probably due to its role as negative SET regulator since the co‐expression of 
miR‐199b‐5p  together with SET almost  totally  restored proliferation of CRC cells.  Finally, we 
also performed a luciferase assay to validate the role of miR‐199b as a negative SET regulator 
in CRC.  
All those results confirmed for the first time that miR‐199b‐5p emerges as a novel tumor 
suppressor miR in CRC and that its downregulation is a common alteration that contributes to 
PP2A  inhibition  in  this  disease.  Interestingly,  at  the  same  time  that  we  publish  our  paper 
related to the role of miR‐199b‐5p as a tumor suppressor miR in CRC another group supported 
our findings with a publication with similar results but proposing another target to miR‐199b‐
5p that was SIRT1. Similarly to our results, the authors showed how the transfection of miR‐
199b‐5p suppressed CRC cell invasion and migration both in vitro and in vivo.229 
Downregulation of regulatory PP2A subunits: PPP2R2A and PPP2R5E 
Together with  the  overexpression  of  endogenous  PP2A  inhibitors  and  cancer‐associated 
mutations affecting structural PP2A subunits, downregulation of regulatory PP2A subunits has 
been described as a mechanism to inactivate PP2A in cancer cells.101  
Alterations  affecting  the  activity  of  PPP2R2A  have  been  associated  with  cancer 
progression.126 For instance, somatic deletions in PPP2R2A had been related to prostate cancer 
development230  and  alterations  affecting  PPPR2A  facilitated  lung  tumors  development.212  In 
the same way, alterations affecting the activity of PPP2R5E had been associated with low PP2A 
activity in cancers such as soft tissue sarcoma231 and AML.125 However, how the alterations in 
those subunits contribute to PP2A inactivation in CRC had not previously been studied.  
 Thus, we analyzed PPP2R2A and PPP2R5E in CRC samples fresh frozen samples and paired 
normal mucosa, observing downregulation of  these  subunits  in,  respectively, nine and  three 
out of the 21 CRC cases. Those alterations could contribute to explain some of the differences 
observed  in  the  PP2A  activity  levels  of  the  patients with  CRC.  However,  PP2A  constitutes  a 
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large family of serine/threonine phosphatases, and in this work, we have only tested these two 
PP2A  regulatory  subunits  by  its  previously  reported  relevance  in  human  cancer.  Further 
research of the role of those PP2A regulatory subunits in CRC would be of great interest.  
Oncogenic miR‐31 and miR‐21 overexpression 
MiR‐31 plays an important role in CRC development and is one of the miRs better studied 
in CRC.161 Moreover, miR‐31 is overexpressed in lung cancers and it acts as an oncogenic miR 
by  targeting  the PP2A  regulatory  subunit PPP2R2A,212 whose downregulation was previously 
identified in the first paper of this thesis as a contributing PP2A inhibitory alteration in CRC. At 
our research work, we showed that PP2A activation status modulates the response to 5‐FU in 
CRC.  In  this  line of  thinking, we  also  observed  a  role  of miR‐31  and miR‐21  in  rectal  cancer 
determining poor prognosis and 5‐FU therapy resistance. A potential explanation could be that 
miR‐31  is  controlling  5‐FU  sensitivity  via  PPP2R2A  regulation.  This  fact  would  be  of  great 
interest to study and confirm in future studies.  
On the other hand, miR‐21 is a well‐understood oncogenic miR in CRC and also one of the 
most studied.161  It has been reported that PP2A holoenzymes containing PPP2R2C negatively 
regulates  the  MAPK  pathway  through  inhibition  of  c‐SRC101,  which  increases  miR‐21 
expression.232 As previously  indicated, c‐SRC phosphorylates and  inhibits PP2A 233  213 and the 
enhancement  of miR‐21  expression  could  serve  to  reinforce  its  role  as  PP2A  inhibitor  since 
miR‐21  targets  PPARα,  which  upregulates  and  activates  PP2A.  Therefore,  miR‐21  would  be 
contributing  to  inhibit  PP2A  via  PPARα  downregulation.234  Moreover,  miR‐21  could  be 
affecting  through PTEN  targeting  the activation  status of  ERK and AKT, which  represent  two 
key  PP2A  targets  responsible  of  at  least  part  of  the  PP2A  tumor  suppressor  roles  in  human 
cancer.99 101 
Finally, miR‐21 expression is regulated by the STAT3 and NFKB transcription factors, which 
are both constitutively activated in a variety of cancers and play critical roles in the regulation 
of  cell  proliferation,  invasion,  apoptosis,  and  tumorigenesis.  It was,  also being  reported  that 
some PP2A subunits  can have a  role  in  the  regulation of NFkB. Those molecular  relations  in 
CRC should be of great interest to evaluate in future studies.217  
Potential novel biomarkers based on PP2A inhibition for CRC 
We discuss below how the new molecular alterations in CRC that we identified can emerge 
as novel biomarkers with therapeutic applications for CRC. 
PP2A catalytic subunit hyperphosphorylation as a prognostic biomarker 
It  had  been  previously  reported  that  p‐PP2A  is  a  recurrent  event  and  confers  a  worse 
outcome  in  some hematological malignancies.125 However,  the  role of  this  alteration  in CRC 
had not been explored. Of  importance, we  report  in  the manuscipt 2 of  this doctoral  thesis 
that PP2A hyperphosphorylation represents a  recurrent molecular event  in mCRC associated 
with  worse  ECOG  performance  status  and  the  presence  of  synchronous  metastasis. 
Importantly, this alteration determines a markedly shorter OS and PFS, and patients with high 
p‐PP2a  levels have a median PFS of 3.8 months vs 13.3 months  for  the patients with  low p‐
PP2A. Moreover, the subgroup of patients with high p‐PP2A expression has a median OS of 6 
months vs 26.2 months  for  the patients with  low p‐PP2A. This poor outcome was especially 
notable  in  the  subgroup  of  patients  younger  than  70  years  and  the  prognostic  impact  was 
similar  in  the  KRAS wild  type  and mutated  subgroups.  In  summary,  our  results  confirm  the 
clinical relevance of p‐PP2A as a prognostic biomarker in mCRC. In addition, the fact that the 
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prognostic  impact  of  p‐PP2A  showed  higher  significance  in  those  patients  younger  than  70 
years  is  very  interesting  since  this  subgroup  includes  cases  with  more  options  from  a 
therapeutic perspective that could benefit from the treatment with PP2A activating drugs.  
SET overexpression as a prognostic and FOLFOX therapy predictive biomarker 
Deregulated  expression  of  SET  confers  worse  outcome  in  patients  with  some 
hematological malignancies.125 However,  its potential functional and clinical relevance in CRC 
had not been explored at  the beginning of  this doctorate.  Interestingly, our  findings showed 
that SET modulates in vitro sensitivity of CRC cells to both 5‐FU and oxaliplatin treatments in 
CRC cell lines. We also analyzed the potential significance of SET overexpression in a series of 
242  cases  with  mCRC.  This  subgroup  of  CRC  patients  represents  the  highest  therapeutic 
challenge  and  for  whom  it  is  necessary  to  develop  alternative  therapeutic  strategies  that 
improve  their  current  still  very  poor  outcome.  Importantly,  we  observed  that  SET 
overexpression  is a  recurrent event  (24.8%)  that predicts an adverse OS and PFS  in patients 
with  mCRC.  In  addition,  we  analyzed  SET  in  a  series  of  145  patients  with  CRC  without 
metastatic  disease,  observing  a  significant  lower  prevalence  of  SET  overexpression  in  this 
cohort  than  in  the  metastatic  cohort  (13.8%  vs.  24.8%).  In  concordance  with  our  in  vitro 
results, the subgroup of FOLFOX‐treated patients and high SET expression levels also showed a 
significant worse PFS and OS. 
Thus,  our  findings  suggest  that  SET  overexpression  could  discriminate  a  subgroup  of 
patients with worse  outcome who might  not  benefit  of  oxaliplatin  therapies  and  for whom 
alternative therapies based in pharmacological PP2A reactivation should be considered.  
MicroRNA 199b‐5p downregulation as a prognostic and FOLFOX predictive biomarker 
There is some data in the literature describing that miR‐199b‐5p plays a tumor suppressor 
role and its downregulation in some human cancer as a prognostic biomarker associated with 
a  worse  outcome.195  196  204  Furthermore, miR‐199b‐5p  has  been  reported  to  be  involved  in 
acquired  resistance  to  different  antitumor  therapies  in  human  cancer  such  as  imatinib  in 
CML200,  cisplatin  in ovarian  cancer201  or  trastuzumab  in breast  cancer.204 However,  its  status 
and importance in CRC remained to be investigated.  
Therefore  and  considering  that  miR‐199b‐5p  downregulation  seems  to  be  a  molecular 
cause  of  SET  overexpression  in  a  subgroup  of  mCRC  patients,  we  hypothesized  that  this 
alteration could have clinical impact in mCRC. As we reported in the article 5 of this doctoral 
thesis, miR‐199b‐5p downregulation determined poor outcome and a poor clinical benefit of 
5‐FU and oxaliplatin therapies, predicting lack of response in those cases treated with FOLFOX‐
based chemotherapy. Patients with high miR‐199b‐5p expression have a medium PFS and OS 
longer than patients with low expression. Moreover, of the total 39 patients studied that were 
treated  with  oxaliplatin,  eight  had  low  expression  of  miR‐199b‐5p  and  all  of  then  had  a 
progression. On the contrary, 31 out of 39 had high expression of miR‐199b‐5p and nearly half 
of then didn’t show a progression suggesting the emergin role of miR‐199b‐5p as a predictive 
biomarker of response to oxaliplatin therapies. 
Our results are supported by a recently publication in which the authors explored the role 
of  miR‐199b‐5p  in  CRC  progression  and  metastasis.  The  authors  determined  that  low miR‐
199b‐5p expression predicts poor prognosis  in  a  series of  60 CRC patients  and miR‐199b‐5p 
expression levels determine response to oxaliplatin.198  
In  addition  to  SET, miR‐199b‐5p  has  been  reported  to  regulate  other  important  targets 
such as HEIS1202, HIF1α197 or HER2204 in medulloblastoma, hepatocellular carcinoma and breast 
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cancers respectively.  In our cohort, among those mCRC patients without SET overexpression, 
we observed miR‐199b‐5p downregulated  in 7 out of 65 cases. Of  importance, we observed 
that  miR‐199b‐5p  downregulation  determined  substantially  shorter  OS  in  these  patients. 
Although  significance was not  achieved probably  because  the  low number  of  cases  studied, 
these  observations  indicate  a  potential  SET‐independent  prognostic  value  for  miR‐199b‐5p 
that needs to be further confirmed in future studies.  
MicroRNA 21 and 31 overexpression as potential predictive biomarkers in LARC 
Neoadjuvant chemoradiotherapy is the standard treatment for stage II/III rectal cancer.10 
54  Compared  with  postoperative  therapy,  it  improved  local  control  and  tolerability.49  52 
However, 5‐FU‐based CRT, which is the gold standard for those patients, produces a complete 
pathologic response in only 8% to 14% of the patients, and distant metastases develop in one‐
third of  the  cases  after  5  years.  Furthermore,  patients who do not  respond  to preoperative 
CRT  are  exposed  to  unnecessary  toxicities  and  resection  of  their  primary  tumor  is  delayed. 
Thus, the ability to predict treatment response and outcome before CRT based on 5‐FU is of 
key importance to clinicians.235 
Based on the ability of miR‐31 and miR‐21 to affect PP2A signaling and taking into account 
our previous data indicating that PP2A activation status modulates sensitivity of CRC cells to 5‐
FU,  together with  other  data  in  the  literature  indicating  the  potential  role  of  these miRs  in 
rectal  cancer and 5‐FU resistance, we aimed  to evaluate  the potential  clinical value of  those 
two miRs determining neoadjuvant CRT response in LARC patients. 
In our study, high miR‐31 levels were found in 34% of the patients and were significantly 
associated  with  the  lack  of  pathological  response.  Moreover,  patients  with  low  miR‐31 
expression  tended  to  have  better  response. We  showed  in  our  series  that  the  pathological 
response  could  be  predicted  with  a  specificity  of  76.3%  based  on  MiR‐31  expression. 
Furthermore, 78% of the patients with high miR‐31 expression were alive at 6 years follow up 
compared with 96% of those with low miR‐31. In addition, 65% of the patients with high miR‐
31  had  a  recurrence  within  the  first  three  years  of  follow  up,  compared  with  86%  of  the 
patients with low miR‐31. 
On the other hand, high miR‐21 levels were found in 77.6% of the patients. Similarly, we 
also  reported  that miR‐21  is able  to predict pathologic  response  in  samples of patients with 
LARC before neoadjuvant CRT. Thus, high  levels of miR‐21 were significantly associated with 
the  lack of pathological response. We showed in our series that based on miR‐21 expression 
levels pathological response could be predicted with a sensitivity of 86.6%.  
Altogether, our results suggest the strength of miR‐31 and miR‐21 as predictive biomarkers 
to  guide  multidisciplinary  treatment  in  patients  with  LARC,  since  cases  with  low  miR‐21 
expression are likely to have a complete pathological response but not those cases with miR‐
21  high  and  patients  with  miR‐31  high  had  no  clinical  benefit  from  neoadjuvant  CRT. 
Considering  these  results,  they  could be of great  interest helping  to  select patients who are 
not  going  to  positively  respond  to  standard  therapy  to  receive  an  alternative  therapeutic 
approach, different than 5‐FU‐based neoadjuvant CRT. 
PP2A as a novel therapeutic target in CRC 
FTY720  (Fingolimod, Gilenya)  is a structural analogue of sphingosine developed from the 
fungal metabolite myriocin.236  The potential  anticancer mechanism of FTY720  is  through  the 
inhibition  of  the  proto‐oncogene  sphingosine  kinase  1.  In  addition,  FTY720  anticancer 
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properties  may  be  attributable  to  actions  on  several  other  molecular  targets  such  as  S1P 
receptors, autotaxin and PP2A.237 
FTY720 has demonstrated anticancer properties. In vitro and in vivo studies demonstrated 
the growth arrest and apoptosis‐ inducing ability of FTY720 in several normal and cancer cells 
including:  lymphocytes,238  microglia,239 prostate  cancer,240 breast  cancer,241	 several  forms  of 
leukaemia  and  lymphoma,133  242  lung  cancer,243  liver  cancer,244  pancreatic  cancer,245  and 
others.237	However, the effect of this drug in CRC was almost unexplored. The only report was 
the  study  from  Nagaoka  and  colleagues  where  they  suggest  the  effect  of  FTY720 
phosphorylation in CRC cell lines.246  
In our research work, we demonstrate in vitro using a panel of CRC cell lines that the PP2A 
activator  FTY720  induced  PP2A  activation  leading  to  cell  growth  inhibition,  impaired 
clonogenic  potential,  caspase‐dependent  apoptosis,  and  changes  in  the  activation  status  of 
downstream PP2A targets such as AKT and ERK1/2.  Importantly, FTY720 treatment shows an 
additive  effect  with  the  chemotherapy  reagents  5‐FU,  SN‐38,  and  LOHP,  suggesting  that 
treatment with  PP2A  activators  could  be  a  novel  therapeutic  option  in  CRC  in  combination 
with standard chemotherapy.  
In  addition,  in  the  third  article  we  report  that  forskolin  treatment  (a  drug  that  has 
previously  been  reported  to  activate  PP2A  in  association  with  its  dephosphorylation133), 
dephosphorylated  and  increased  PP2A  activity,  impairing  proliferation  and  colonosphere 
formation, and inducing activation of caspase 3/7 and changes in the phosphorylation status of 
AKT and ERK. Interestingly, we also reported that forskolin showed additive effects with either 
5‐FU  or  oxaliplatin  treatments,  suggesting  the  use  of  PP2A  activators  such  as  forskolin  for 
future trials in combination with these standard chemotherapy drugs. Of note, we reported in 
articles 2 and 3, that PP2A‐C  is hyperphosphorylated  in a subgroup of CRC patient. Together 
with the in vitro results,  indicates the potential therapeutic use of PP2A‐C dephosphorylating 
drugs in those patients, alone or in combination with standard chemotherapy agents.  
Global results discussion  
PP2A  is  a  tumor  suppressor  that  has  the  ability  to  form  a  high  number  of  different 
complexes with  an  also  high  number  of  potential  alterations  that  could  contribute  to  PP2A 
inhibition affecting any of the PP2A subunits.101 In fact, the cancerous cell shows a wide variety 
of molecular strategies to inhibit PP2A, including hyperphosphorylation of its catalytic subunit, 
downregulation affecting any of the scaffold or regulatory subunits, and the overexpression of 
endogenous PP2A inhibitors such as SET or CIP2A, but also others such miRs deregulation.99 126 
However, PP2A status, role, regulation and clinical significance in CRC had not been explored. 
This  research work has allowed  to clarify  the particular  importance of PP2A  inhibition  in 
CRC,  some  mechanisms  of  PP2A  inhibition  in  this  disease  and  identified  other  potential 
mechanisms that would be very interesting to further investigate with more detail. Moreover, 
this research work has permitted to identify these alterations as potential important tools for 
use  in  clinical  practice  as  they  can define  subgroups of  patients with poor  prognosis  or bad 
response to current therapies. For those patients, alternative therapies would be relevant. The 
Figure 19 summarizes the results of this doctorate thesis. 
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First of all, we have demonstrated that PP2A inhibition is a key molecular mechanisms for 
CRC pathogenesis in some patients because it increases clonogenic potential and cell growth, 
decrease  apoptosis  and  its  expression  is  low  in  a  significant  amount  of  patients  with  CRC 
compared with  the  normal  colon  tissue.  Based  on  that  and  taking  into  consideration  some 
strategies  that  cancer  cell  use  to  inhibit  PP2A  in  other  types  of  cancer101  117  we  aimed  to 
investigate  the molecular  PP2A  inhibitory mechanisms  in  CRC.  Thus, we have demonstrated 
different alterations by which PP2A activity is decrease in CRC such as SET overexpression and 
the  hyperphosphorylation  of  the  PP2A  catalytic  subunit.  Moreover,  we  have  identified  the 
deregulation  of  PPP2R2A which  is  a  target  of miR‐31212  as  a  potential  contributing  to  PP2A 
inhibition and miR‐199b‐5p as a regulatory mechanism of SET.  
Our  results  about  the  importance  of  the  inhibition  of  PP2A  in  CRC  are  endorsed  and 
confirmed  since  the  number  of  publications  related  to  PP2A  and  CRC  since  2014  has 
exponentially  increase  from  almost  none  report  to  almost  forty.  As  some  examples,  it  has 
recently  been  published  that  the  depletion  of  ATM  inhibits  colon  cancer  proliferation  and 
migration via B56γ2‐mediated Chk1/p53/CD44 cascades.247 Also it has been reported that the 
mTOR and PP2A pathways regulate PHD2 phosphorylation to fine‐tune HIF1α  levels and CRC 
cell survival under hypoxia.248 Another important report explains how the survival mediated by 
PP2A‐STAT3 determines tumor initiation and metastasis in CRC stem cells.249 
Despite  we  have  not  investigated  all  the  alterations  described  as  PP2A  inhibition 
mechanisms contributing as potential biomarker in CRC; we have explored the role of some of 
them. In this regard, considering our results we propose high p‐PP2A, SET overexpression and 
miR‐199b  downregulation  as  emerging  prognostic  biomarkers  for  mCRC.  Moreover,  SET 
overexpression and miR‐199b would also serve as predictors of resistance to oxaliplatin‐based 
therapies  in mCRC and miR‐21 and, miR‐31 overexpression as predictor of  response  to 5‐FU 
based neoadjuvant CRT in LARC. Concerning this, our results related to miR‐21 overexpresion 
Figure 19. Global results illustration of the doctorate thesis 
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in LARC were confirmed by Lopes‐Ramos et al soon after our report.250  
Finally,  as  PP2A  activator  drugs  seems  to  work  in  CRC  patients  cells  lines  through 
restoration of PP2A activityand PP2A activators drugs increases the effect of current cytotoxic 
therapies such as oxaliplatin and 5‐FU, we have identified three subgroups of mCRC patients 
for whom those PP2A activators therapies could represent a potential therapeutic alternative. 
Clinical applicability of the results obtained and future perspectives  
We confirmed that SET and miR‐199b‐5p deregulation are two recurrent alterations that 
contribute  to  inactivate  PP2A  and  enhance  tumor  malignant  properties  of  CRC  cells.4  5 
Interestingly,  together  with  their  prognostic  value,  SET  and  miR‐199b‐5p  are  predictive  of 
resistance to oxaliplatin‐based chemotherapy, which could have an important relevance in the 
current clinical practice. Thus, SET and/or microRNA 199b‐5p could differentiate a subgroup of 
patients who should not receive oxaliplatin based therapies if those results are confirmed in a 
large  and  prospective  clinical  trial.  Also,  SET  overexpression  and  miR‐199b‐5p  deregulation 
defines  a  subgroup  of  patients  that  could  benefit  by  the  future  incorporation  of  PP2A‐
activating drugs, alone or in combination with standard chemotherapy. 
In  the  same way  p‐PP2A  is  a  recurrent  alteration  in  a  subgroup  of mCRC  that  confer  a 
worse  prognosis.2  Thus,  knowing  this  alteration  can  contribute  to  a  better  management  in 
mCRC.  If  those result are confirm, probably,  those patients should went  into protocols were 
more intensive therapies are apply. 
Also,  when  facing  with  a  patient  with  a  recently  diagnosis  of  LARC,  taking  into 
consideration the expression levels of miR‐21 and miR‐31 should optimize its management. If 
those  miRs  are  overexpressed  an  alternative  treatment  for  the  standard  one  (5‐FU  based 
neoadjuvant CRT) should be considered.6 7  
Ideally, all miRs and molecular alterations that consistently show a predictive or prognostic 
value in retrospective studies, should be considered for prospective validation.31 Therefore, it 
would be of great interest that future clinical trials focus on the discovery of novel biomarkers 
in  different  tissue  types  (plasma,  DNA,  tumor,  primary  tissue).  Furthermore,  since  it  is 
becoming  clear  that  a  single  biomarker  may  not  be  sufficient  to  predict  the  complex 
phenotype of  response  to  therapies,  it would be  very  interesting  that  the  validation  studies 
integrate the individual effects of these markers and combine them into a general predictive 
score. 
To  finish,  this  research work ends opening new  fields of  research  that could be  the PhD 
projects of other physicians of our research group. 
First,  it  would  be  of  great  interest  to  further  investigate  alternative  PP2A  inhibitory 
mechanisms based on miR deregulation such as the influence of miR‐375 or miR‐200c in CRC 
through PP2A deregulation. Also, it would be very important to deeply investigate the role of 
miR‐21 and miR‐31 in modulating PP2A activation status in CRC trough c‐SRC and/or NFkB and 
PPP2R2A deregulation, respectively.  
Next,  it would be of high clinical relevance to  investigate the correlation of our potential 
biomarkers  found  deregulated  in  CRC  tissue  samples  in  body  fluids  such  as  blood.  In  this 
regard, it is already well known the importance of the “liquid biopsy” for the management of 
cancer  patients.  Of  note,  liquid  biopsies  allow  a  better  monitoring  of  the  response  to 
therapies, assess minimal residual disease, uncover the emergence of drug resistance, allow a 
continuous  therapeutic  assessment,  reduce  the  needs  of  tumor  tissue  biopsies  (and  thus 
invasive procedures) and optimize samples and costs. 
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Moreover,  to  investigate  the  potential  therapeutic  ussefulness  of  PP2A  activator  drugs 
such as forskolin and FTY720 in patients with PP2A inhibition due to SET overexpression, miR‐
199b‐5p downregulation, and high p‐PP2A‐C expression levels, would be of great interest. For 
that, it will be necessary to carry out a phase I clinical trial selecting patients harboring those 
molecular  alterations  and  offering  the  PP2A  activator  drugs  alone  or  in  combination  with 
current cytotoxic therapies. 
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CONCLUSIONS 
1. PP2A plays a tumor suppressor role and its inhibition is a common event in CRC.
2. SET  overexpression  and  PP2A  hyperphosphorylation  represent  key  PP2A  inhibitory
alterations  in CRC. Moreover, miR‐199b‐5p dowregulation  importantly contributes to
SET  overexpression  in  CRC,  and  downregulation  of  the  regulatory  PP2A  subunits
PPP2R2A and PPP2R5E are significantly present in CRC patients probably contributing
to PP2A loss of function.
3. PP2A hyperphosphorylation, SET overexpression and miR‐199b‐5p dowregulation are
potential  biomarkers  in mCRC.  In  fact,  they  independently  confer worse outcome  to
patients with mCRC, and downregulation of miR‐199b‐5p and SET overexpression also
determine the response to oxalipatin in patients with mCRC.
4. Overexpression  of  miR‐31  and  miR‐21,  two  closely  PP2A‐related  miRs,  determine
pathological response to 5‐FU neoadjuvant CRT in LARC patients.
5. The PP2A activators drugs forskolin and FTY720 restore PP2A activity thereby showing
promising antitumor effects in CRC cell lines. This fact together with the additive effect
that  these  drugs  have  shown with  currently  used  cytotoxic  chemotherapy  regimens
strongly suggest further investigation about the potential therapeutic benefit derived
from  the  clinical  use  of  PP2A  activators  in  CRC  patients  harboring  PP2A  inhibitory
alterations.
CONCLUSIONES 
1. PP2A  tiene un papel  como supresor  tumoral  en  cancer  colorrectal  y  su  inhibición es
una alteración molecular frecuente en esta enfermedad.
2. La sobreexpresión de SET y la hiperfosforilación de la subunidad catalítica de PP2A son
alteraciones que juegan un papel clave en la inhibición de PP2A en cáncer colorrectal.
Además la baja expresión del microRNA‐199b contribuye a la sobreexpresión de SET, y
la  menor  expresión  de  las  subunidades  reguladoras  de  PP2A,  PPP2R2A  y  PPP2R5E,
están presentes de forma significativa en cáncer colorectal contribuyendo a su pérdida
de función.
3. La  hiperfosforilación  de  PP2A,  la  sobreexpresión  de  SET  y  la  baja  expresión  del
microRNA‐199b‐5p  son  potenciales  biomarcadores  en  cáncer  colorrectal.  Así,  estas
tres  alteraciones  determinan  de  forma  independiente  un  mal  pronóstico  para  los
pacientes con cáncer colorectal metastasico, y la baja expresión del microRNA 199b y
la  sobreexpresión  de  SET  confieren  además  falta  de  respuesta  al  tratamiento  con
oxaliplatino.
4. La  sobreexpresión  de  los  microRNAs‐31  y  21,  dos  microRNAS  estrechamente
relacionados  con  PP2A,  es  capaz  de  determinar  la  respuesta  al  tratamiento  con
quimioradioterapia neoadyuvante basado en 5‐fluorouracilo en pacientes con cáncer
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de recto localmente avanzado.  
5. Los  fármacos  activadores  de  PP2A  FTY720  y  forskolina  han  inducido  prometedores
efectos  antitumorales  en  líneas  celulares  de  cáncer  colorrectal  a  través  del
restablacimiento de la actividad de PP2A. Este hecho, junto con el efecto aditivo que
estos  compuestos  han  mostrado  en  combinación  con  fármacos  quimioterápicos
estándar,  abre  una  nueva  línea  de  investigación  según  la  cual  sería  interesante
estudiar el potencial beneficio terapéutico derivado del uso clínico de estos fármacos
activadores de PP2A en pacientes que presenten alteraciones inhibidoras de PP2A.
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